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RESUMO

Foi obtido um extrato purificade de bixina, de colorag3io
vermelha escura, a partir de extrato-base de urucum CBixa orellana
L.>. Este corante natural foi obtido por precipitagio 4cida e
alcalina dos cristais de bixina. A estabilidade do pigmento foi
estudada em fungio da temperatura (108¢C) e luz (900 luxd bem como

a umidade critica apresentada pelos extratos.

0 extrato-base de urucum foi obtido utilizando Alcool
etilico como solvente. A bixina purificada foi obtida por
precipitagioc acida, depois de extrair o corante com solventes de
diferentes polaridades, tais como a acetona e o Alccol isopropili-
co, comparando esta metodologia com a precipitagiio 4Acida e
alcalina e a cristalizac%o a frio do extrato obtido apartir de

sementes de urucum.

O rendimento de extragZo de bixina em base seca, variocu de
35,8 a 68,8%. A purificacg¥o dos extratos com 65,5% de biwxina em
acetona e isopropancl a 35°C, forneceu cristais de bixina com
94,7% de pureza, sendo o incremento na pureza de 1,45 vezes. Em
ex— tratos obtidos a partir de sementes de urucum, utilizande
métodos alcalinos sob temperatura ambiente, foi obtida bixina com
73,4% de pureza. Iste foi comparado com um método integrade de

extrag3o e purificagfo que forneceu 69,3% de bixina.

Os efeitos da temperatura e luz sobre a estabilidade da
bixina foli estudada pela perda da absorbAncia com o tempo. Desses
dados, a velocidade de reag3ic e o tempo-de-meia-vida para bixina
em cada sistema foram determinados. A temperatura foi o agente

mails destrutive, seguido da luz.

Fol determinada a umidade c¢ritica utilizande isotermas de

adsorg¢Xo para o extrato purificade de bixina obtido do



extrato-base de urucum, em comparacio com um extrate de urucum
hidromiscivel seco por atomizagXo que mostrou maior capacidade de
absorgdo de A4gua. Estes extratos também foram utilizados para

preparar uma bebida empregando uma formulacXo comercial.



SUMMARY

Purified dark red extract of bixin was obtained from crude
extract of annatto (Bixa orellana L.D>. This natural colerant was
obtained by acid and alkaline precipitation of the crystals of
bixin. The stability of the pigment was studied as a funetion of
temperature (105°C) and as well ligth as critical meisture from

the extracts.

Crude extract of annatto was obtained with ethyl alcohol as
solvent. Purified bixin was obtained by acid precipitation, after
extraction of colorant with ot her solvents of different
polarities, such as acetone and isopropyl alcohol. This
methodology was compared with the acid and alkaline precipitation

and cold crystallization of extract obtained from annatto seeds.

The extraction yield of bixin on a dry weight basis, wvaried
between 35.5 and 65.S5%. Purification of extracts with B5. 8% bixin
in acetone and isopropyl alcohel at 35¢C, furnished bixin crystals
of 94.7% purity, with an increase in purity being 1.5 fold. In
extracts obtained from annatto seeds, using alkaline methods under
amblient temperature, bixin with 73. 4% purity was obtained. This
was compared with an integrated method of extraction and

purification that furnished 69. 3% of bixin.

The effects of temperature and ligth on the stability of the
bixin was studied by measuring the loss of absorbance with time.
From these data, the reaction rate and half life for bixin in each
system were determined. Temperature was Lhe most destructi ve

agent, followed by light.

Critical moisture was determined using sorption isotherms

determined for the purified extract of bixin obtained from crude

o~

extract of annatte, and compared with water-miscible extract



cbtained by spray-drying, which showed the highest capacity of
water absorption. These extracts were also used to prepare a drink

employing a commercial formulation.

Xitl



1. INTRODUCZO

Cerca de 87 % das percep¢des sensoriais do ser humano s¥o
captadas pela visZo. Isso demenstra a grande importAncia das cores
no mundo em que vivemos, particularmente nos alimentos e bebidas,
©s quals, quando ingeridos far3o parte da constitui¢Z®o do nosso
corpo. 0Os corantes s%o utilizados numa infinidade de alimentos "“in
natura" e industrializados, estando associados a vaArios fatores
ligados ao consumider como: aspectos sociais, étnicos, geograficos

e histéricos CANGELUCCI, 1989).

Segundo © Padr¥o do Comité do Codex Alimentarius sobre
Aditivos para Alimentos, os corantes para alimentos podem ser
utilizados ¢om o propésito de restaurar a cor perdida durante o
processamento, ou para padronizar a cor, desde que o© corante
adicionado ni¥o engane ou induza o erro do consumidor, ocultando
danos ou valor inferior, ou para fazer que o produto pareca de

maior importancia que o valor real CDENNER, 1990)>.

Recentemente tomou-se consciéncia das caracteristicas
Possivelmente téxicas de muiteos ceorantes e varios paisestomaram
medidas para regular sua utilizagdio em produtos alimentares,
cosméticos, medicinais, = outres. Um dos resul tados dessa atitude
tem sido um interesse maior pelos corantes naturais que geralmente
oferecem menores inconvenientes toxiceolégicos. Japio, Estados
Unidos, pafises europeus e asiiticos pesquisam cada vez mais a ag3io
deletéria dos corantes artificiais e procuram substitui-los pelos

naturais, come o urucum, cidircuma, clorofila e outros.

O corante urucum tem <sido utilizado em suas vArias f'ormas
intensivamente na industria da alimentag¥o, particularmente em

laticinios e salsicharia CINGRAM & FRANCIS, 1969,



Embora a produgX¥o comercial de urucum esteja bem distribuida
pelas regi®es tropicais, os principais paises produtores estXo na
América Latina, Caraibas e India. O Brasil exporta sementes de
urucum, mas seria desejivel exportar o corante industrializado, e
n3c a matéria-prima. Porém, a tecnologia para obtengio dos
produtos pertence as empresas multinacionais, e s¥o mantidas como

segredos industriais ou patenteados pelas mesmas,

A bixina ¢ o principal corante presente nas sementes de
urucum e pertence a classe dos carotendides. No comércio ha prepa-
ragBes lipossoluveis e hidromisciveis de urucum. £ um dos corantes
naturais mais estaveis mas degrada pela ag¢3o da luz e do calor

CGOODWIN, 13976; DAMASCENO, 1988).

Como © teor de bixina das sementes pode variar de acordo com
o tipo de cultura, a secagem das sementes e o tempo de
armazenagem, (=] importante obter -se um extrato de urucum
uniforme, com elevado grau de pureza e de concentragioc conhecida,

para facilitar seu empregeo na industria de alimentos.

O objetivo do presente trabalhoe foi obter um extrato
purificado de bixina com elevado grau de pureza, a partir de um
extrato-base de urucum, viAvel tecnicamente para uso na industria

de alimentos.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 - CAROTENOSIDES

Os carotendides formam um dos mals importantes grupos de
corantes naturais e tem sido encontrados em todas as familias dos
reinos vegetal e animal. Estima-se que mais de 100 milh®es de

toneladas sXo produzidas anualmente na natureza CISLER, 1971)

Os carotendides podem ser classificados em carotenos
Chidrocarbonetos) e xantofilas Cderivados oxigenados). A estrutura
basica reflete sua maneira de biossintese e consiste de oito
unidades isoprendides colocadas de maneira que os dois grupos
metila laterais mais préximos do centro da molécula estIo na
posigio 1,6, enquanto que todos os outros grupos est3o na posicg3o
1,5. Uma série de ligag¢gSes duplas conjugadas constitui o
grupo croméforo caracteristico. A estrutura aciclica baAsica Cao
pode ser modificada por hidrogenagio, desidrogenacio, ciclizag3o
ou oxidagio C(BRITTON, 19768: DAVIES, 1976).

Botinicos e quimicos desde o tempo de Berzelius tem
pesquisado os carotendides e acumulade uma vasta quantidade de
informag@o referente a sua presenca, identificagAo e proprieda-
des fisicas C(HASSELT, 1911; KUHN & WINTERSTEIN, 1e28; KUHN &
EHMANN, 18289; MAYER, 1943; ZECHMEISTER & ESCUE, 1944).

A presenga na natureza de pigmentos vermelhos ou amarelos,
hoje identificados como carotendides, tem sido citada haA mais de
um século, mas o estudo da quimica dessas substaAncias pode, para
propésitos mais praticos, ser considerada como tende tido infcio a
partir de 1820. As estruturas de alguns dos seus representantes
mais facilmente avaliados foram determinadas principalmente
através do trabalho da escola de Karrer. Outros importantes
estudos foram realizados por Kuhn, Zechmeister, Heilbron e seus

respectivos colaboradores (MOSS & WEEDON, 1978).



Continuande com esses estudoz pioneiros, muita importancia
foi dada a sintese dos carotendides e polienos relacionades. Um
produto centendoe aparentemente trageos de fi-caroteno fol obtide co-
mo vitamina A por Karrer e Schwyzer em 1948, mas a sintese total
definitiva total deos carotendides, em quantidades isolaveis, foi
conseguida primeiro com B-caroteno e licopeno, em 1950 e com o
carotendide oxigenadeo trons-metilbixina, todos pelo mesme sistema
bdsico, desenvolvido independentemente em varios laboratérios. A
faixa dos métodos sintéticos no campo dos carotendides tem-se
extendido grandemente, principalmente pelos grupos de Karrer,
Inhoffen, Weedon, Isler e Pommer. Como resultado disso, muitos
carotendides naturais tem sido sintetizados C(MOSS & WEEDON,
1976D .

Dezsde 1950 tem side dada atengioc A maneira de como os
carotendides sZo formados na natureza e as principals vias
bioszintéticas tém sido reveladas por diferentes trabalhos. Nos
ultimos anos, com a adog¢g3do das técnicas espectroscédpicas,
principalmente a ressonincia magnética nuclear e espectrometria de
massa, tem revolucionado os estudos estruturais nesse campo. Como
resultado, muitos novos carotendides, representande novos tipos de
estruturas tem sido reconhecidos e o nuUmere continua a crescer.
Outro fato neste mesmo periode ¢ o avango conseguido com a ajuda
de outraz técnicas espectroscédpicas, tais como a dispersZo dptica
rotatédria, o dicreoismo circular e a cristaleograria de raios X para
elucidar a configuragfo dos carotendides naturais C(MOSES & WEEDON,
1976D.

Com exceg¢ido de alguns glicosideos tais como crocina,
digenticbiosideo da crocetina, e alguns complexoss protéicos , como
a astaxantina, o3 carotendides s3o pigmentos oleossoluveis que
podem ser isolados por extrag3o com um s=olvente aprepriado, por
exempl cbenzeno, é&éter etilico (livre de perédxidos), dissulfeto de
carbono, etancl, metanol ou clorofdrmio C(livre de Acidos). Apds a

evaporagio do extrato obtem-se matéria bruta que ocasionalmente



precisa ser cristalizada para obter-se o produto desejado.
Usualmente, porém, é necessario realizar uma purificagio
preliminar CMOSS & WEEDON, 1976).

2.2 - PROPRIEDADES GERAIS DOS CAROTENSIDES

Segundo RODRTGUEZ-AMAYA (1988), o estudo dos carotendides,
pigmentos amplamente encontrados na natureza, ¢ um campo de
pesquisa iniciado no século passado, mas que ainda hoje goza de
intenso e crescente interesse. Em virtude da diversidade de
fungBes que lhes sX¥o atribuidas, o seu estude redune pesquisadores
das 4reas mais variadas como quimicos, bidlogos, agrénomos,
médicos, engenheiros, tecnélogos e nutricionistas. Em relagfo aos
alimentos, pelo menos c¢cinco fungBes ja foram citadas: 1) corante
natural responsivel pela colorac%o atraente de muitos alimentos,
seja como constituinte natural dos alimentos ou como aditivo; 2>
precursor de vitamina A; 3) sequestrador de oxlgénio, propriedade
que os torna protetores dos lipides contra a oxida¢io; 4D inibidor
de determinados tipos de cancer; e 5) precursor de compostos

volAtels, responsAveis pelo aroma dos alimentos.

BRADLEY & MIN (1992) afirmam que a interag¢fo da luz, dos
fotossensibilizadores e do oxigénio s¥o a base para a formagio do
oxigénio singlete. Os pigmentos naturais presentes nos alimentos
s3o conhecidos por ser fotossintetizadores eficientes devido aco
seu sistema de ligag¢®es duplas conjugadas que facilmente absorve a
energia de luz visivel. A presenca de pequenas quantidades de ca-
rotendides pode ajudar na prevencio da rapida oxida¢Zo dos consti -
tuintes dos alimentos, seqiestrando a molécula de oxigénio
singlete. Isto jJA foi explicado por NAMIKI (1990), segundo o qual
as plantas sXo expostas a luz visivel e ultravioleta, cujas
radiagBes seriam especialmente suceptiveis a danos por oxigénio
ativado. Constituintes das plantas,como os carotendides, agem como
antioxidantes contra os radicais livres de oxigénio e as molécu-

las excitadas.



2.3 - URUCUM

O corante origina-se das sementes do urucum CBixa orellana
L.>, planta que cresce nas 4reas tropicais da América do Sul,
India e Africa. A planta & assim nomeada, lembrando Francisco de
Crellana, o conquistador, que explorou pela primeira vez o rio
Amazonas, em 1541 C(PRESTON & RICKARD, 1980; ENGELHARDT et alii,
1988) .

VILLELA (1942> afirma que as sementes da planta, conhecida
também como urucd (Bixa orellana Linn.D, encerram uma matéria
corante que hid muito tempo & empregada em tinturaria e como
condimento e corante de certos alimentos. Segundo TESTA (1938), &
uma planta nativa na América Tropical e aclimatada no Oriente C(Fi-

lipinas, India e Java)D.

Segundo ANGELUCCI et alii (1980) e CARVALHO 2z HEIN 19865,
sua ampla distribui¢Xo geografica & responsavel por mais de S0
nomes diferentes. No Brasil, & conhecido como uruecu, urucum,
urucu-uva, urucu-bravo, agafroa e bixa, e por nomes indigenas como
ahité, nukiré, bixe e bichid. Na América espanhola, a planta &
conhecida como achiote, anoto, achote, onotto, onotillo, roekoe,
schirabaeli, koessewee, koesowe, bija, cacicuto, uruca,
achiotillo, arnotto, arnolta, roucou, chancaguarica, kuxub,
achihuiti, achiti, shambu, huantura, atta, santo domingo, analto e
guajachote. Na Espanha & conhecido como bija, na Frangca como
roucouyer e o produto como rocou. Na Alemanha como Orleansbaum. Na
Italia, Inglaterra e Estados Unidos como annatto, em Angola como
kisafu ou diteque, e na India como lathan ou kolsewil CGOSE, 1946;
SANCHEZ, 1965; ONU, 1988).

AMPIEE C1956) e VASQUEZ (1988) afirmavam também que a maté-
ria oleaginosa que recobre as sementes do urucum, de cor vermel ha

brilhante, ¢ muito usada como condimento na América Latina.

Este arbusto, nativo da América Tropical, hoje cresce em



muitos paises: Bolivia, Brasil, Ceil3Xo, Republica Dominicana,
Equador, Guyana, India, Jamaica, México, Peru e Suriname. Também &
produzido em menor escala na Africa CAngola, Keénia, Nigéria,
Tanzaniad e no Pacifico CFilipinas e Hawaii) CSANTOS, 1998,
PRESTON & RICKARD, 1980; MULLER, 1988, WOOD et alii ,1991).

A planta do urucum pertence A familia Bixaceae e responde ao
nome bot&nico de Bixa orellana L. Pode ser observada como um ar -
busto grande ou como uma Arvore pequena, com 2 a S5 metros de
altura, dependendo da regiXfo ecoldgica e da idade da planta. A

planta exibe uma wvariabilidade muito grande de colorag¢XZo, dos

caules verdes, flores brancas e frutos verdes aos caitles
vermelhos, flores rosas e frutos ver mel ho—-escuros. Os frutos
consistem de uma cApsula ou cachopa, coberta de espinhos

flexiveis. As cachopas variam em tamanho e aparéncia, podendo ser
arredondadas ou alongadas com extremos pontudos. No interior,
estio normalmente divididas em duas valvas, com 10 a S0 pequenas
sementes, quase do tamanho das sementes de uva. Existem,
ocasionalmente, Arvores que produzem cachopas com trés valvas que
contém mais sementes que o normal. As sementes est¥o cobertas por
uma fina camada resinosa de tons que V3o desde o laranja brilhante
até o amarelosvermelho, dos quais o corante natural €& obtido
CINGRAM & FRANCIS, 1969; PRESTON £ RICKARD, 1880; HERNANDEZ et
alii , 1988).

Segundo VILLELA (1842), tanto o urucum como o corante dele
extraido, receberam as denominac®es de orlean, annatto, terra
orleana, rocou, "jaune d’orleans, rocoe, conforme a procedéncia e
o modo de preparagfZo. A matéria corante existe principalmente na
parte externa das sementes mas as folhas também poderiam conter

uma pequena quantidade de pigmento, segundo © mesmo autor.

GUIMARAES et alii (1991) afirmam que existem basicamente
quatro variedades de urucum cultivadas no Brasil e que possuem
cascas de coloragfo vermelha, verde, branca Camarelo clara) e par -

pura, com frutos em formatos que variam do oval ou alongado, bicu-

~



do e achatado, com presénga ou auséncia de pilosidade, contLendo
entre 50 a 70 sementes em frutos bicarpelares e 100 a 110 nos trij-

carpelares.

No Brasil, o urucum Ja vem sendo cultivado hi varios anos. As
regifes com grandes Areas de cultivo se localizam no Norte, no
Nordeste e no Sudeste. Os principais Estados produtores s¥o- Acre,
Amazonas, Paria, Bahia, Ceara, Paraiba, Piaui, Rio de Janeiro e S¥o

Paulo C(SANTOS, 1958; AZEVEDO, 1981 ; LIMA,1991).

O urucuzeiro & uma pPlanta de cultura pré—-colombiana,
habitando ecossistemas florestais localizados na América Tropical.
Seu cultivoe tem aumentado, nos Ul timos anos, na  Amazdnia
brasileira, notadamente no Estado do Para, que possui a maior Area
cultivada e a maior produgio da regifo CFALEST, 19915
Pesquisadores como MEDEIROS (19731, CUNHA et alii ¢1978) =)
GUIMARAES et alii €1991) afirmam que as plantag¢g®es do neorte do

Brasil contam com os mais elevados teores.

Em geral, os cultives de urucum apresentam grande
variabilidade genética, causada pela polinizag¥o cruzada entre os
di versos tipos, que dX¥o origem a uma infinidade de subvariedades
com caracteristicas préprias, completamente diferentes das semen-—

tes utilizadas nos plantios ¢GUI MARAES et alii , 1901)D.

Grande parte dos gr¥os produzidos ¢ de péssima qualidade
Chaixc teor de bixinad), em face da falta de material genético
sSuperior e a n¥o adogc¥o de técnicas apropriadas de cultivo,
adubagio, controle itessanitarie, podas, colheitas, etec. (CAVILA,

1982; LIMA, 1901>.

2.4 ~ BIXINA.

2.4.1 - CARACTERIZAGCAQ QUIMICA.

Os carotendides existem na natureza =zob a forma mais



estavel que ¢ a configurag¢fo trans. No entanto, algumas formas cis
pedem ocorrer naturalmente, concordando com WEEDON (19710 e
GOODWIN (19763, que afirmam que embora muitos tecidos vegetais nZo
contenham poli-cis-carotendides algumas plantas contém pequenas
quantidades. A bixina, tem isémeros cis naturais, porque n¥o s3o
formados por estereomutagdo dos correspondentes carotensdides

trans.

O mais importante pigmento vermelho presente nas sementes do
urucum €& o carotendide oxigenado alfa-bixina, também conhecido
como bixina cis ou 1l4bil. A férmula molecular deste composto é
mostrada na Tabela 1 e a estrutura quimica pode ser vista na
Figura 1, confirmando que & o éster monometilico de um Acido
dicarbox{lico que tem nove ligag®es duplas conjugadas, sendo que
uma delas tem a configurac3o cis CDIEMAIR et alii, 1952; LUNDE &
ZECHMEISTER, 1955; BENTLEY, 1960; McKEOWN & MARK, 1962; LAURO,
1991 ; WOOD et alii, 1991).

Tabela 1- Pigmentos carotendides do urucum.

Nome Férmul a Peso
mol ecul ar molecul ar

alfa-bixina

Ccis- ou bixina 14bil) C2sHao04 394
lc) fiiﬁ?fxiﬁabi xina estAveld C2sHacO4 304
¢ ifiiniﬂbiﬁi bi i na labild C24H2004 380
?fizggfrzixigibixina estavel C24Hze04 380
produto amarelo de comon os

degradag3o térmica

Fonte: WOOD et alii C1991).
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COOCHs3
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i . COOCHa
HOOC A Y S VA V2 N N \Yy/~§ﬁ/§§§// beta-bixina
CHsa CHsa

CHsa
alfa-norbixina

beta—-norbi xi na

produto amarelo de
degradagXo térmica

Figura 1- Estrutura quimica dos pigmentos carotendides do urucum.

Fonte: FRANCIS C1987)>; WOOD et alii C1991).

Tanto KUHN & WINTERSTEIN C1928) como KARRER et alii <1929
descrevem a férmula empirica da bixina e mostram que a férmul a
estrutural ¢ semelhante A da crocetina como um polieno alifAtico
dicarboxilico. E feita também cbservacio sobre a constituic¥o da
bixina, um éster monometilice de um Aacldo dicarboxilico, onde
ambos grupos carbonile nXo s3o equivalentes pois contém dois

ésteres etil-metilicos diferentes. O mesmo conceito & defendido
por RINKES C1929).
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Segundo WEEDON C1871>, a bixina pode ser definida como um
diapo-carotendide. Ja DUPAIGNE (1974) e PRESTON & RICKARD C1980D
afirmam que o maior carotendide do extrato do pericarpo & a
cts-bixina. que & de cor laranja e & insoldvel em &leo vegetal.
Este ¢ rapidamente convertido por aquecimento no isémero mails
estavel trans-bixina » quUe & vermelho e soldvel em dleo, e
produtos de degradag®o, principalmente pligmentos amarelos Ci-.
Segundo estes mesmos autores, a cis-bixina alcanga mais de 80 %
dos carotendides totais, o que esti de acordo com WINDHOLZ et alij
C1983) e TONG C1984).

IVERSEN & LAM Ccitados por PRESTON & RICKARD, 1980) mostraram
que a bixina dissolvida em ¢lec vegetal ou em outros solventes,
sofre uma série complexa de isomerizagBes e degrada¢®es quando
aquecida a temperatura de extrag¢3o, conseguindo-se isolar um

pigmento amarelo de uma preparagio comercial de urucum.

BERSET & MARTY C1986> reportaram que o principal corante &
constituido em mais de 70 % pela bixina, o éster monometilico do
Acido Q’cis—@.@'—diapo carotenodidico. A bixina natural cCalfad na
configuragcio 9°* & reconhecida como pouco estivel e pode se

isomerizar ao longo das operagdes de extragio.

Para FRANCIS C1987), o Plgmento presente no urucum ¢ uma
mistura de bixina e norbixina. Ambas, normalmente estXo presentes
ha forma cis e uma pequena porcentagem delas & mudada A forma
trans, mais estavel sob aquecimento. Um produtoe de degradagfo &
também produzido por aquecimento. Enquanto que as formas cis sZo
avermel hadas, as formas trans e os compostos de degradac®o sXo

amarel ados.

wWOOD et alii C1991D explicaram que, na extragio e
processamento do pigmento, varios produtos de rearranjo ou de
degradag¥oc podem ser formados. Uma cuidadosa hidrdélise alcalina da
bixina da formagXo ao Acido dicarboxilico livre norbixina, que da

mesma forma que a bixina, pode existir em ambas as formas cis e
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trans. Todos estes compostos tem valor como corantes para
alimentos e podem estar presentes num extratoe ou formul agio de
urucum, dependendo de como ele tenha sido preparado. Isso podera
determinar os produtos alimenticios em que o urucum pode ser
utilizado. A alfa-bixina segundo REITH & GIELEN (C1971) & instAvel
a temperatura ambiente, mesmo ao abrige da luz,escuro, quando na
forma de pd ou em cloroférmio. Porém, o composto na forma de pé &

estavel quando armazenado no escuro a —-20¢C.

DENDY (1966b) definiu que a bixina natural ou 14bil, crista-
liza-se em prismas violeta escuros, com ponto de fus3o 198°C, com
absorgio maxima em 524, 489 e A7 nm, em dissulfeto de carbono. Se
tratada em solug3o com tragos de iodo, a bixina 14bil isome-
riza-se para a estavel trans-bixina, com ponto de fus3o 216-C, e
maximos em S26, 4891 e 457 nm, em dissulfeto de carbono. A isomeria
-acontece na segunda dupla ligagZo, contande a partir do grupo

carboxilico livre.

O mesmo DENDY C1966b) afirmou que bixina natural tem absorg¢iao
maxima em BS028, 470 e 440 nm em cloroférmio CFigura 2D. Da
absorbincia maxima na regidoc dos S00 nm, a concentragio de bixina
em cloroférmio pode ser calculada. Uma estimativa da qualidade das
preparag@es de urucum ou das sementes de urucum, pode ser obtida
medindo o teor de bixina e comparando-o com o teor total de
pigmento CEWING, 18972). Geralmente, a proporg¢3do de bixina e teor
total de pigmento est¥o bem acima dos 70 %, exceto no caso dos
pigmentos amarelos preparados deliberadamente por esterificacio ou

por degrada¢Zo controlada.
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Figura 2- Espectro de absorc¢¥o da bixina Cem cloroférmiod.

Fonte: McKEOWN & MARK (1962>, BERSET & MARTY (1986).

McKEOWN & MARK (1962) demonstraram que, em clorofdérmio, a
bixina apresenta picos maximos de absor¢i¥o a 489-470 e 501 -503 nm
e que a grande quantidade de pigmentos diferentes presentes nos
extratos de sementes de urucum, & explicada pelas rea¢®es de

degradagic e isomeriza¢Xo ocorridas quando se utilizam altas

temperaturas na extrag3o.

De acordo com McKEOWN (1985), a estrutura do pigmento amarelo
formado pela degradag®o térmica da bixina & o dcido 13-carbomet-
oxi-4,8-dimetil tridecahexaendico. O autor também cita a compro-
vagio da estrutura da bixina por meio de ressonincia magnética

nuclear, com a dupla ligagZo na forma cis localizada no carbono 9.

Deve ser salientado que nem todos os carotendides atuam como

precursores de vitamina A, pois para isso um carotendide deve ser
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dotado de um anel g -ionona n¥o substituido com cadeia lateral
poliénica com, pelo menos, onze carbonos. A bixina, como pode ser
observado pela estrutura quimica, nZXo possul atividade provita-

minica A (RODRIGUEZ-AMAYA, 1989; TEE, 1992).

2.4.2 - METODOS DE ANALISE.

Em geral, uma das caracteristicas mais importantes dos
carotendides ¢ seu espectro eletrénico de absor¢io. Este & uma
fungdo do croméforo, contribui¢io da cadeia poliénica que &
influenciada pela natureza de algumas caracteristicas e pelo
solvente. A determinacZo do espectro de absorg¢¥o em diferentes
solventes ¢ um dos procedimentos mais importantes na identificacXo

dos carotendides C(DAVIES, 1976).

Existem diferentes maneiras de determinar o contetddo de
pigmento presente tanto nas sementes como no extrato de urucum. O
método de McKEOWN & MARK ¢1962), expressa como % de bixina e en-
volve extra¢Bes repetidas das sementes com cloroférmio. O extrato
total ¢ medido e o conteddo do pigmento calculado com base na
absorg3o de luz do extrato em S01 nm e aplicando © coeficiente de

absor¢io de 2.826; a 1%.

J4 outros autores CCOLLINS, 1891; WILBERG, 1992; WILBERG &
RODRIGUEZ-AMAYA, 1992) manifestaram que para determinar o teor de
bixina existente em extratos de wurucum, através do método
espectrofotométrico, deve-se medir a absorbincia a 470 nm e
calcular o teor de bixina na amostra, utilizando-se a Lei de Beer
e supondo um valor de 2.826 para o coeficiente de absor¢fo da

bixina em cloroférmio.

Por isso, segundo WOOD et alii (1991), haveria al guma
distors3do das proporg@es relativas se a bixina e a norbixina
estivessem presentes em quantidades comparaveis, devido as suas
diferentes absortividades. VArios comprimentos de onda na faixa

dos 400 a 500 nm foram pesquisados. As sensibilidades mais
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elevadas obtidas da bixina e da norbixina foram encontradas em 470
nm  mas uma resposta adequada foi também obtida em S00 nm,
comprimento de onda que parece apresentar baixo potencial para

interferéncia dos absorvedores de menor comprimento de onda.

Os métodos de separac¥o dos carotendides sZo cromatograficos
e podem ser divididos segundo a técnica utilizada. No caso de
carotendides, devido a sua baixa volatilidade e termolabilidade,
os resultados obtidos utilizando cromatografia gasosa nXo sXo
satisfatdédrios. Tradicionalmente os pigmentos das sementes do
urucum sS3o quantificados em conjunto, através de métodos
espectrofotométricos, apés extragio com solvente apropriado. A
maioria dos métodos por cromatografia liquida de alta eficiéncia,
para a separagdo dos carotendides, utiliza colunas de fase
reversa, onde ocorrem liga¢®es mais fracas com os pigmentos

CWILBERG, 1992; GODOY, 1993).

LUNDE & ZECHMEISTER (195%) obtiveram espectros infraver-
mel hos, para varios carotendides, incl uindo a metilbixina.
Considerande os dados obtidos, configurag¢g®es c¢cis ou trans,
propostas previamente na base dos fenémenos espectrais tem sido

confirmadas, outras revisadas.

RONCAGLIOLO €1961) avaliou técnicas para analise, extrag¢?o,
purificagfo e concentraci¥o de pigmentos lipossoltveis - usual mente

adicionados aos alimentos.

J& McKEOWN (1961> e McKEOWN & MARK (1962) descreveram um
sistema de cromatografia em papel, usando papel Whatman impregnado
com N,N-dimetilformamida a 50 % em acetona. O desenvol vimento &
feito com ciclohexano—cloroférmio—N.N—dimetiiformamida~écido acé-—
tico (85:10:3: 2> utilizando fluxo descendente.

RAMAMURTHY & BHALERAO (1964) desenvol veram uma técnica
cromatografica de camada del gada simples para separar e

identificar onze pigmentos amarelos para alimentos. As cores de
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urucum e curcumina podem ser separadas de outros pigmentos
lipossoldveis e hidrossoluveis, quando examinadas, em placas de
vidro revestidas com &cido silicico ou siliea gel G com acetato de
amila como solvente. Os pigmentos lipossoltuveis e hidrossoldveis
podem ser apropriadamente separados em placas de vidro revestidas
com carbonato de caAlcio contendo amido se as placas s3o tratadas
com parafina liquida. A separac¥o dos pigmentos & obtida usando
uma mistura solvente de metanol ,4gua e soluc3Zo de aménia na
proporg3o de 20 + S5 + 1. Esta técnica permite a separac¢3o de

varios componentes em 15 a 20 minutos.

DENDY (1986a) apresentou um método modificado para deter-
minar o© teor de bixina nas preparag@es de urucum, utilizando
cromatografia em camada delgada para separar a bixina, que ¢
medida espectrofotometricamente. O métode de separagio € rapido e

n3io menos exato que o método por cromatografia em papel.

DENDY C1966b) manifestou que para as provas de cromato-
grafia, placas de vidro s¥%o cobertas com uma camada de silica gel
contendo aproximadamente 12 % de sulfato de cldlcio como selador.
Un volume de 0,2 mL do extrato & aplicado A camada de silica gel .
As placas s3o eluidas com uma mistura de dcido acético (1 vol.D,
cloroférmio (50 vol.) e acetona (S0 vol.2>. Uma boa separacio &
conseguida em 30 minutos a 25°C. A secgio de silica gel contendo a
bixina C(com Rf 7 aproximadamente) & extraida com uma solug¢Fo de

acetona contendo 2 % de Acido acético em vol ume.

BAHL (1971> trabalhou com cromatografia em camada delgada,
usando silica gel como adsorvente e empregando cloroférmio—-metanol
(94: 86> para desenvelvimento. O pigmento obtido foi principalmente
bixina com poucas impurezas de cor laranja escura gque nXo foram
removidas. A purificagfo poderia ser feita em solu¢qo de acetato
de etila e dilui¢cZo com &ter de petrdleo, que causam a

precipitagfo da bixina pura.

REITH & GIELEN C1981) determinaram o teor de pigmento total
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de corante em manteiga, onde alfa-bixina foi o principal corante
detectado. Foi utilizada cromatografia em camada delgada para
separar os pigmentos em manteiga e queijo. Para manteiga foi
utilizada placa de celul ose e como eluente ciclohexa-
no-cloroférmio-adcido acético (B5:5:1) por 100 a 120 minutos. Para
quei jo foi utilizada placa de silieca gel e como eluente
cloroférmio-etanocl —Acido acético (68:2:1) por 225 minutos. Foram
determinados os pontos de fus¥o e os valores de Et:m para

alfa-bixina, beta-bixina alfa-norbixina, e a establilidade da

alfa-bixina examinada sob diferentes condi ¢Bes.

Segundo MEDEIROS (1873), as sementes de urucum foram
submetidas a extra¢¥o com acetona e © extrato fol submetido a
cromatografia em coluna de vidro contendo uma mistura de magnésia
ativada e celite 1:3. Cada zona colorida da coluna foi cortada e
extraida com é&ter de petrdéleo, depeois com 1,2-diclorocetano e
finalmente com metanol. Cada fragio obtida foi cromatografada em
placas e calculado o Rf. Segundo LIAAEN-JENSEN C1971), os valores
de Rf sXo de grande uso na comparag3o direta dos carotendides.
Aqui, os valores de Rf sXZo usados como um dos critérios de
identidade. Também foi o espectro de absorcXZo maxima para cada
fragdo usando éter de petréleo, 1,2-dicloroetanoc e metanol. Os
espectros de absor¢3o em luz ultravioleta ou visivel revelam o

croméforo.

A FAO/WHO (1976) estabeleceu as especificagdes para a
identificac3o dos pigmentos dos extratos lipossol avel &
hidrossoldvel da semente de urucum. A identificag3o ¢ feita por
meio de testes de solubilidade, reagBes coloridas caracteristicas,
espectrofotometria, reac¢®o de Carr-Price e cromatografia em camada
delgada. Isto também foi definido por WURTZ & TORREBLANCA C1983) e
ROUSEFF C1988).

ARIMA et alii (19800 testaram dois métodos de separacZo dos
carotendides das sementes de urucum, por cromatografia em coluna,

utilizando trés tipos diferentes de adsorventes. O método mais
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conveniente na separag®o foi a cromatografia de elui¢io por
etapas, com aplicagio seqiiencial de solventes de polaridade
crescente. O adsorvente mais adequado fol a mistura sflica gel -
terra diatomiacea (1:1D. As zonas coloridas foram coletadas
separadamente, seu solvente evaporado e cromatografadas em placas
com silica gel. Varios solventes foram testados visando otimizar a
separag¢do das manchas. As placas foram observadas sob luz natural
e ultravioleta. As manchas separadas foram caracterizadas quanto A
cor e ao Rf. Constatou-se que quase todos os carotendides de
urucum sofrem transformag@es na cor e na intensidade da coloragXo
durante as etapas de separag3o enquantoc outros, em menor

quantidade nZo mostram o mesmo efeito.

TIRIMANNA (1981) comunicou que técnicas cromatograificas de
camada delgada bidimensional tem sido usadas no estudo dos

pigmentos carotendides de sementes de urucum. Somando aos dois

carotendides principais Cbixina e norbixina), 3—caroteno,
criptoxantina, lutefina, zeaxantina e metilbixina tem sido
identificados tentativamente por esta cromatografia . Foram

encontrados outros carotendides nZo identificados, mas em pequenas

quantidades.

SMITH et alii citados por DEGNAN C1991) informaram que o
método de cromatografia liquida de alta eficiéncia por fase
reversa fol wusado para separar o- e 3-bixina, norbixina e
metilbixina. Foi usada uma fase mével de metanol ~solug3o de Acido
acético ao 2% (8,7:1,3) a 1 mL min. Vinte sl de wuma solug3o
diluida de quantidades iguais de norbixina, bixina e metilbixina
em dietilformamida-metanol C1:1> foi injetada no cromatégrafo para
determinar os tempos de obtenc¢Xo. FISHER & KOCIS (1987) e
CZINKOTAI et alii €1939) realizaram trabalhos similares.

WOOD et alii C€1991) relataram uma avaliag3io dos métodos de
ensalo espectrofotométricos e de cromatografia liquida de alta e-

ficiénclia em sementes de urucum e em extratos comerciais. Um
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método desenvolvido pela British Food Manufacturing Industries
Research Association C(BFMIRAD apresenta um grande avan¢o sobre os
métodos anteriores por ser capaz de separar, em menos de 15
minutos, com detector de comprimento de onda variivel, as
concentrag®es relativas dos pigmentos bixindides que podem ser

estimadas na mesma operac3o.

WILBERG (1992) afirma que para quantifica¢3o dos pigmentos
individuais, deve-se dispor dos padr®es puros. Cis-bixina com 90%
de pureza, ¢ obtida por extragio das sementes de urucum com
solvente organico apropriado e purificagio do extrato resultante,

por recristaliza¢®es sucescivas.

De acordo com WILBERG & RODRIGUEZ-AMAYA 19923, o método
por cromatografia liquida de alta eficiéneia mostrou ser menos
preciso que o espectrofotométrico na determina¢fo dos carotendides
totais do urucum. Seu uso n¥o deve ser recomendado, a n3io ser que
possa ser aprimorado e fornecer, separadamente, os teores de

bixina, de norbixina e de cada um dos componentes amarelos.

A quantificag3o dos carotendides, na separagio feita por
cromatografia liquida de alta eficliéncia, é realizada
espectrofotometricamente e a precissXo dos resul tados depende dos
coeficientes de extingi¥o usados no calculo das concentrag¢3es,
considerando que, trabalhando com © mesmo solvente, existem

discrepancias ao respeito C(GODOY, 1993).

2.4.3 - EXTRAGAO E PURIFICAGCAO DOS CORANTES

Trés métodos bAsicos sZFo comercial mente utilizados para
extrair o pigmento das sementes: 1D extragio alcalina, que resulta
na conversio do carotendide de uma forma de é&ster molecul ar
lipossoldvel a hidrossoluvel, forma molecular de dcido carboxilico
comumente conhecida como norbixina; &) extragcXo com d&leo, que

causa a remogio de bixina e pequenas quantidades de outros
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materiais coleoridos; 3) extracfo com solvente, que resulta na

forma mais pura do pigmento - a bixina CFREUND et alii, 1988D.

Muitos trabalhos tém sido feitos com o intuito de obter
bixina pura, utilizando diferentes solventes e diferentes técnicas

de extragXo.

HASSELT €1911) relatou um processo de fermentagXo primitivo
para preparar uma pasta corante de um vermelho viveo, conhecida
como “orlean" ou ‘'rocou'. Ele citou quatro pesquisadores que
trabalharam com uma substAncia cristalizada. Etti, que emprega
para a extragdo uma mistura de Alcool 80 % e soda. Zwick, que
prepara a bixina extraindo ¢ "orlean' com cloroférmio em aparelho
de Soxhlet. Por dltimo, Marchlewski & Matejko, que trabalharam e
confirmaram os resultados prévios. Estes, seguindo o método de
Zwick, extrairam com cloroférmioc uma pasta de "orlean', utilizando

acetona para a purificag¢¥o.

KUHN & EHMANN C1929) descreveram uma extragio utilizando
dlcool etilico e posterior cristalizag¢io com 4cido acético e
lavagem com acetato de etila. Apés secagem com cloreto de cAlcio o
rendimento foi de B85-80 % do produto bruto. Foram obtidos prismas
violeta escuros que se mostraram fortemente dicrédmicos (de azul

até vermelho escurod.

BARNETT, Pat. E.U.A. 2,815,287 (1957), estudou um processo
continuo para a extrag¥o em éleo da matéria corante das sementes
de urucum e estabeleceu um processo para recuperar cristais de
bixina, wutilizando 6&leo vegetal a 100°C. A bixina pode ser
concentrada por cristalizacXo em uma solug3o de solvente organico,

tal como cloroférmio, para produzir bixina pura cristalizada.

PERRET & PARK, Pat. E.U.A. 2,830,908 (1958), trabalharam
com a preparagdo de um novo pigmentce por modificagio do éster do
dcido polienedicarboxilico que se apresenta na natureza como o
éster monometilico - bixina. O material inicial pode ser preparado

por um ou Vvarios processos convencionais de esterificagXo
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utilizando alcool e bixina, ou formas apropriadas desses

compostos.

KOCHER, Pat. E.U.A. 2,831,775 C1958), preparou extratos de
urucum com propilenogliceol, na presenga de pequenas quantidades de
um composto alcalino, onde a proporgdo da mistura das sementes de
urucum foi duas vezes o peso do propilenoglicol. Obtem-se dessa
forma uma soluc¢3o final com PH entre 9,5 e 13,5, estando
substancialmente livre da tendéncia de sedimenta¢®o a baixas

temperaturas em prolongado periodo de armazenamento.

BAUERFEIND & BUNNELL, Pat . E.U. A, 2,861,801 19885,
relataram um método para secar extratos de carotendides que
sejam estiveis ao ar e que possam ser dispersados em meio aquoso.
Os carotendides bixina e metilbixina foram dissolvidos em &leo
comestivel em baixas temperaturas e, posteriormente aquecidos a
100-160°C para formar uma solugdo supersaturada do carotendide que

foi seca em forma de particulas.

DENDY (1966a> mostra diferentes métodos de extragfo e
preparagio do pigmento e derivados. Ele refere-se A extrac¥o
solvente da seguinte maneira: 1) com &leos comestivelis, onde as
sementes s3o pré-tratadas com Agua ou vapor, e submetidas a
extragdo com Sleo quente ou frio. A solug3o ¢é filtrada e diluida,
padronizada e comercializada para colorir margarina e outras
gorduras e dleos. 2) com glicol, os corantes sX¥o extraidos com
propilenoglicol alcalino C(hidréxido de potassiod. A  solug¢3o
filtrada e padronizada pode ser usada em gordura e quel jo. 3) com
solventes volateis (i) os corantes s¥o extraidos com uma mistura
de Alcool etilico e tricloroetileno, sendo que depois da extracg3o,
os solventes s¥o removidos por destilag¢Xo, obtendo-se urucum
concentrado; (ii)d) as sementes sXo submetidas a extragio com
cetonas, Alcois, ou alcanos clorados. O extrato € concentrado;
adiciona-se sulfato de dimetila para esterificar a bixina. A

metilbixina ¢ extraida com éter de petréleo.
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O mesmo DENDY (1966a) afirmou que as sementes tém que ser
submetidas a extragio com uma mistura de 4dlcool etilico e
tricloroetileno. Os solventes foram removidos por destilagXZo,
obtendo-se um extrato concentrado de urucum que pode ser

comercializado em pé, livre de umidade.

MONGE (1867) realizou a extragio da bixina das sementes de
urucum "“in natura', usando cloroférmio a 40°C, com forte agitacXo.
Apds flltragfo e concentragdo a vAcuo, obteve cristais de cor
violeta escura. Com uma nova diluigio, obteve bixina com 100 % de
pureza. Também obteve um extrato que ¢ uma mistura dos outros
corantes derivados do urucum, de cor vermelha escura, denominado
"pasta corante", com 26,3 % dos pigmentos totais referentes a

bi xina.

BAHL et alii C1971) concluiram que a melhor extrag®o foi
feita utilizando acetona ou acetato de etila, aquecendo direta-
mente as sementes em um balZo e decantando o extrato utilizando
algoddo como filtro. O corante extraido foi convertido no éster
metilico utilizando solugdo metandlica de hidréxido de potassio
com sulfato de dimetila. Filtrando os sais, a solugio foi

concentrada até obter metilbixina labil cristalina.

A FAO/WHO (1976> estipula especifica¢®es para os métodos de
produgdo de extratos de urucum. Um extrato de urucum em &leo
comestivel, como uma solugc¥o em suspens3o, pode ser preparado porl
pré-tratamento do pericarpo com Agua quente ou vapor, seguido por
extragdo com dleo vegetal ou mono- e diglicerideos. A extrag3io
solvente também é& empregada. Extratos aquosos de vurucum sXo
obtidos aquecendo o pericarpo, ou o extrato solvente, com uma
solug3do de hidréxido de sédio ou potassio a 70°C ou mencs. Depois

s3o levados a ebuli¢fo e filtrados.

SCHULTZ, Pat. E. U. A, 4,204,043 (19800, afirmou que o

pigmento ¢ extraido misturando as sementes com Agua contendo uma
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ou mais alfa-enzimas (p.ex. poligalacturonase) por um periodo de
tempo e temperatura suficiente para extrair o pigmento. Seqguindo
este método, a bixina pode ser extraida das sementes com um
rendimento muito elevado, considerando que pequenas quantidades da
alfa-enzima poligalacturonase s3o necessarias para produzir o

efeito desejado.

BHALKAR & DUBASH <1983 utilizaram vArios métodos de
extragio, tais como solventes organicos, carbonato de sédio
aquoso, hidréxido de sddio e extragio e dispers¥o em dgua. Com a
mistura solvente de cloroférmio-etanocl C25:75 vsvd, obtiveram
acima de 76 % dos plgmentos totais. Entre os vArios métodos, a
extragio por solventes foi considerada a melhor, coincidindo com
RAJAMARAN et alii <C1981).

Da mesma maneira, SCHMIDT, Pat. E.U A. 4,380,553 (1983),
trabalhou com um método para obter uma cor avermelhada para usar
como tempero. O método envol ve a formag¥o de uma pasta de urucum,
por precipita¢fo Acida de uma solug¥o alcalina e mistura da pasta

com sal para obter o tempero.

Em outro trabalho de SCHMIDT, Pat. E.U.A. 4,548,822 1985,
obteve-se corante de urucum em pd, soluvel em Acidos, envol vendo a
mistura de um extrato alcalino de uridcum com uma dispersfo aquosa
de amido dextrinizadeo e secagem. Também pode ser preparado com um
solvente apropriado Cacetona, dicloroetileno, hexano, isopropanol,

metanol ou cloreto de metileno).

Segundo PRESTON & RICKARD (19803, o pigmento do urucum foi
extraido com um solvente apropriado tal como acetona. Depois o
extrato pode ser lavado com hexano ou algum outro solvente em que

o pigmento seja virtualmente insoldvel para remover impurezas e
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odores indesejAveis. Outros sol ventes testados foram
diclorometano, dicloroetano, etanol, éter de petréleo e
propano-2-ol. Os principais carotendides presentes foram cis- e

trans—bixina.

GUIMARAES et alii 198D manifestaram que a simples
movimentag¥o das sementes de urucum em leito de jorro de ar
permite liberar a bixina no fluxe de ar. O material recolhido
apresentou cerca de 20 % em massa, obtido por procedimento

puramente mecinico.

ENGELHARDT et alii (1988) concluiram que os produtos mais
concentrados sZ%o obtidos por extragdo com solventes organicos,
embora a precipitag¢fio por extragdo inicial em solug¢gXo aquosa de
hidréxido de potassio e logo neutralizagio produza um produto final
bastante concentrado. Para determinar o teor de corante presente,
deve-se realizar uma andlise espectrofométrica, diluindo os

produtos em solvente apropriado CVERGHESE & JOY, 1989D.

MURTHI et alii (1989) fizeram uma extragio a 120°C por 20
minutos em que a propor¢Zo de 1:1 de éleo para sementes ¢ a melhor
para extrag3o de bixina partindo de sementes inteiras ou em pé. As
sementes de urucum podem ficar de molho por 1 hora, antes da
extragdo a 90°C por 45 minutos com éleos refinados de amendoim. O
extrato dA4 intensidade de cor comparavel a maioria dos corantes
comercials ou dos extratos de éleo de ricino. Neste caso, ASleos
comestiveis como os de amendoim ou de ricino podem ser usados
efetivamente para extrair bixina das sementes, por aumento da
temperatura de extra¢3o a 90°C ou umidecendo as sementes a 10 %%,

adicionando Agua antes da extrag¢3o por contracorrente.



DEGNAN et alii <1891> afirmam que o© uso de diéxido de
carbono em estado supercritico, como solvente nas extra¢@es do
pligmento das sementes de urucum, tem potencial para impedir a
necessidade de se usar solventes organicos ou temperaturas
elevadas. Neste caso, anAlises do pigmento das sementes de urucum
obtido por extragSes com diéxide de carbono supercritico,
mostraram s& a presenga de alfa e beta-bixina. S4 a bixina foi
extraida de amostras mistas, consistindo de bixina e norbixina.
Nenhum produto de degrada¢fo térmica foi detectadoe nas amostras
extraidas, na faixa de temperatura usada. Aumento de temperatura
resultou em aumento dos pigmentos g COz em todas as pressdes.
Incrementos isotérmicos na press3o nAo incrementaram a relag¢Xo

pigmentog COz.

CHAO et alii (1991)> utilizaram diéxido de carbono
supercritico para extrair os corantes das sementes do urucum, em
diferentes press®es e temperaturas. Os resultados da separagio
cromatografica em camada delgada em fase reversa, revelaram que os
extratos obtidos foram compostos principalmente de bixtna,
geranilgeraniocl e norbixina. O rendimente em pigmentos totais
obtido A& press3o de extra¢io de 310 bar foi maior do que a 210 bar

e S0-C.

WOOD et alii (1991) confirmaram o trabalho de DENDY
C1966b>, afirmando que a produgdo de uma formulac3o de urucum
dispersivel em agua consiste numa suspens3i3o de urucum em
propilenoglicol contendo um emulsificante, na qual alfa-bixina ¢ o
pigmento predominante. No caso da obtengio em solventes, depois de
sua remog¢3o, o extrato pode ser diluide com éleo vegetal
comestivel, para obter-se uma formulagdo miscive! em gorduras.
Alternativamente o extrato pode ser purificado por cristalizac¢3o
repetida, processo que pode render bixina quase pura (80 2.
Cuidados devem ser tomados para manter os residuos dos solventes

dentro dos limites aceitaveis. Eles informaram também que as



formulag®es de urucum hidrossol avel Crequerido, por exemplo, na
coloragio do quei jod podem ser preparadas por hidrélise alcalina
do urucum extraido com solventes, ou por extrag3o direta das
sementes inteiras com solugXo alcalina aquosa, acompanhado por
aquecimento controlado, para converter a bixina em norbixina. Em
ambos os casos, o produto final ¢ usualmente uma solugdo aquosa
contendo sais de potassio ou sédio de norbixina, na presenca de
4lcali em excesso a 1-2 % m-v. A acidifica¢io do extrato alcalino

possibilita a precipita¢fo da norbixina. Isto pode ser mostrado na

Figura 3.
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Figura 3- Extrag®o alcalina a partir de sementes de urucum.

Fonte: CARVALHO (199.), WOOD et alii €1901).
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2.4.4 - TOXICOLOGIA

INGRAM & FRANCIS (1969) informaram que muitos corantesg
sintéticos nIo estFo incluidos na lista dos corantes para
alimentos permitidos, devido ao seu potencial téxico. Isto &

confirmado por MOLLENHAUER (1990 e HALLAGAN C189981).

Segundo PRESTON & RICKARD €1980), em 1970 a FAO/WHO estabe-
leceu um indice de ingestfo diAria aceitavel CIDAD temporaria de
extratos de urucum, de 1,25 mg-kg de peso corpéreo, mas estudos
metabdlicos dos principais carotendides presentes no urucum conti-—
nuaram sendo realizados. Depois de completados os estudos, pode—
se afirmar que os pigmentos sXo satisfatériamente metabolizados.
Foi demonstrado que nos humanos, os pigmentos provenientes de
bixina lipossoluvel, suspens3io de bixina em &leo e pigmentos de
urucum hidrossoldvel podem ser detectados no sangue, dentro de
poucas horas apdés a administracfo de uma simples dose oral. Eles
sd8o absorvidos no intestino pelo sangue e metabolizados pelo

figado.

A FAO/WHO (19768) publicou uma série de estudos toxico-
légicos do extratos de semente de urucum, onde s3Io apresentados
dados sobre a toxicidade aguda em ratos e estudos de curta durag¢io
com camundongos, ratos e cachorros. A IDA temporaria concorda com

aquela citada no parAgrafo anterior.

Segundo ENGELHARDT et alii ¢1988), considerando o fator de
que © corante natural de urucum tem sido usado por gerag¢@es sem
problemas, as pesquisas cientificas desenvolvidas durante os
ultimos 30 anos estabeleceram uma certa seguranga ao corante.
SEXTON (1991) informou que o urucum é& permitido em todos os paises
do mundo mas PERKIN (1994) recomenda que em nenhum caso, os

limites recomendados sejam ul trapassados.

Para SRINIVASULU & MAHAPATRA (1989), nenhuma evidéncia de

carcinogenicidade foi encontrada em todo este tempo. Ingest®es de
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extratos de urucum, em elevadas dosagens, podem provocar a
aparigdo de sintomas em individuos com problemas na pele. A IDA
Para humanos, estabelecida pelo Joint FAO-WHO Expert Committee on
Food Additives CJECFA) ¢ de 0,085 mg-kg peso do cor posdia em
bixina. Isto tambem & informado por ENOSHITA C1986> e CARVALHO
1988,

Para COLLINS 1991>, a avaliag3o toxicolégica dos pigmentos
do urucum n¥o demonstrou nenhum efeito téxico e nenhuma evidéncia
de carcinogenicidade. Revisa a situag¥o legislativa comum dentro
dos 12 Estados membros da Comunidade Econémica Europeia CEE®, e
discute as chances relativas de novas diretrizes para corantes. Da
asS especifica¢@es que existem nNo mercado e os regulamentos e
processos que definirZo as mudangas futuras, quanto aos aspectos
legislativos do urucum. Por dltimo, concorda com a IDA definida
pelo JECFA CO - 0,085 mg-kg-diad mas menciona que outro comité
técnico, o SCF (CScientific Committee for Foods, 14th Series 1983),
trabalhou com a IDA temporaria de 0-2,5 mg-kg-dia de bixina.

Por isso, LIN ci1go2) manifesta que testes de toxicidade
animal sX%o geralmente exigidos para aprovagio dos aditivos para
alimentos e de cor utilizados em humanos. O objetivo de tais
testes seria conhecer qual o potencial do aditive para causar
efelitos tédxicos em humanos e pPara determinar quais as condi¢Bes de
Seguranga para uso, que poderiam ser estabelecidas. Segundo o
autor, o problema aparece porque a maioria dos laboratérios s3do
inadequados para testar a toxicidade de um novo aditivo em

humanos.
2.4.8. ESTABILIDADE

Urucum em p& e em solugio aquosa (1,4 % foram utilizados
em estudos de estabilidade CAUSLANDER et alii, 1977). Ambos os
sistemas, Acido e basico, demonstraram ser menos estAveis, quando

comparados com o corante sintético FDC Vermelho 3.
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ENGELHARDT et alii C1988) afirmam que <o urucum € mnuito
estavel acima de 120°C e, comparade com outros corantes naturais,
© relativamente estivel a luz. A estabilidade ¢ melhorada consi ~
deravelmente em baixas concentragdes de oxigénio ou pela presenga
de antioxidantes nos produtos alimentares. Sendo estAvel na
presenga de agentes redutores e oxidantes, o urucum supera algumas
das maicres desvantagens dos azo-corantes sintéticos, com elevada
reatividade em presenga de agentes oxidantes Cecloretos e
hipocloritosd e agentes redutores Cdidxido de enxofre, Acido
ascdédrbico, agUcares invertidos, Acido citrico e al guns
aromatizantes), com redugio da cor. Os corantes de urucum nZo <o
afetados pelos metais Caluminio, zinco, ferro, estrénciod.
Semelhante aos outros carotendides, o pigmento do urucum &
relativamente estAvel nas diversas operac®es unitarias inecluindo

branqueamento, esterilizag3o e congelamento.

E obvio que a cor & um dos fatores importantes que deter-—
minam a aceitabilidade dos alimentos. De acorde com KEAPSLEY &
KATSABOXAKIS (1980> e KEARSLEY & RODRIGUEZ (1981), os corantes na-
turais s3o degradados severamente, durante o processamente, en-
quanto que os corantes sintéticos s¥o mais resistentes As mudan-—
g¢as. Eles estudaram a estabililidade e usos em alimentos de difer-

entes corantes naturais comparando-os c¢com os corantes sintéticos.

NAJAR et alii (1988 fizeram uma observacio sobre a
estabilidade dos extratos de urucum em presenca de luz e ar, com =
sem adig3c de préd- e antioxidantes. Em geral, todos os resul tados
apontaram uma estabilidade consideravel do urucum a oxidagio pele
ar, em meio anidro, mas a uma fraca resisténcia aos efeitos da
luz, que s3o proporcionais a intensidade da luz. A adig3o de
palmitato de ascorbila mostrou ser um caminho razocavel para

aumentar a persisténcia da cor, sob forte iluminacio.

2.4.6 - APLICACOES.

O urucum, em geral, ¢ um dos mais importantes corantes
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naturais usados na indastria de alimentos. Em volume, na forma de
corante, representa cerca de 90 % dos corantes naturais usados no
Brasil e 70 % dos corantes naturais usados no mundo CPILLI, 1984).
Do total de sementes de urucum industrializadas no Brasil, cerca
de 285 % sZo usadas na fabricagZo do corante propriamente dito. O
restante ¢ usado na fabrica¢Xo de colorau, condimentos, tempero e
ragdo (GHIRALDINI, 1989).

Os cristais de bixina comercializados como tal apresentam
pureza variavel, de 50 até 99 %. E comum ser encontrado um produto
muito menos puro, na forma de pd de bixina. Os cristais e o pé de
bixina s¥o necessarios para a produg3do de solugBes corantes com
elevado valor tintorial, que n¥o podem ser preparadas diretamente
das sementes. As solug¢®es preparadas de cristais, ou pé de bixina,
podem ter aplicag¢®es em alimentos ou n¥o CANAND, 1983; NEWSOME,
1986; DZIEZAK, 1987).

Segundo INGRAM & FRANCIS (1969, o urucum pode ser usado
sem restri¢®es no mundo dos corantes para produtos de laticinios,
sendo normalmente usado em quei jos e margarina. A solugZo alcalina
de urucum Cprincipalmente norbi xi nad é usada quase que
exclusivamente no mercado de processamento de quel jo e salsicha

CHABAJ, 1969).

De acordo com TIRIMANNA (1981), o principal uso do urucum &
como corante alimentar para manteiga, quei jo, margarina, J&leos
comestivelis e para fabricagXZo de sorvetes. HA outros usos
sugeridos que requerem apropriada verificag¢do cientifica, tais
como propriedades como repelente de insetos, capacidade de
proteger a pele contra os raios solares e propriedades medicinais

e cosméticas CALMEIDA, 1931).
ANAND (1983) indicou que © urucum é usado principalmente na

inddstria de alimentos, embora sua sensibilidade A luz e a

presenga de substiancias como o didxido de enxofre sZoc os maiores
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limitantes para o seu Uso em produtos alimentares e bebidas. A
relativa instabilidade dos materiais corantes sintéticos nos
produtos de laticinios, tais como o queli jo, faz com que © urucum
seja preferido pelos fabricantes de tais produtos CSEXTON, 1991).
Embora em alguns pPaises o urucum seja usado também para colorir
margarina ha competig¢io com outros corantes, tais como curcumina,
beta-caroteno e pPigmentos sintéticos. A margarina, em alguns
Paises, precisa conter legalmente niveis especificos de vitamina
A. O beta-caroteno & um precursor de vitamina A mas apresenta
dificuldades praticas no uso. Por isso, & facil usar urucum com a
vitamina A adicionada. O fato & que o beta-caroteno continua a ser
usado na margarina, embora seja mais caro que a combinagXfo de
urucum e vitamina A. Fora da inddstria de alimentos, os corantes
do urucum sXo usados pela inddstria de cosméticos em produtos como
batons e prepara¢des como protetor solar e tingimento de couro. Em
alguns paises em desenvolvimento ¢ usado como corante para tecidos
© como ingrediente em cera para pisos, graxa para sapatos, esmalte
para unhas, laqueador para bronze, 6éleo para cabelo e tinta para
madeira CANAND, 1983; OPE/PNUD, 1987).

ENGELHARDT et alii ¢1988> indicam que como o urucum existe
em ambas as formas, lipo- e hidrossoluvel, o corante pode ser
usado em um vasto ndmero de produtos alimentares. O wurucum
lipossoldvel foi um dos primeiros corantes usados para colorir
manteiga © margarina C(MARCUS, 19583, dando a manteiga cor
uniforme. Uma dosagem tipica em margarina & S5 mg bixina- kg mas, em
algumas margarinas pouco caldricas, a dosagem pode chegar ateé 10
mg bixina ~kg. O urucum pode ser aplicado vantajosamente em éleos
e gorduras alimentares diferentes da manteiga e margarina, como em
sobremesas com &leoc de coco. Inclui também produtos de padaria,
hos quais a boa estabilidade do urucum ao calor & vantajosa. Em
geral, corantes de uruecum emulsificados podem ser vantajosos em
produtos como quel jo processado, marzipan, sorvetes, Sopas, e
produtos de laticinios. O urucum emulsificado estaAvel, mais Acido,

tem aplicac®es em bebidas leves, sSucos, licores, geléias
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transparentes e sobremesas gelatinosas. Tradicionalmente, o urucum
soldvel em Agua tem sido usado para colorir queijo. Como o urucum
hidrossoldvel bAsico nXo & fortemente dclido Cprecipita¢¥o acima de
7), n¥Eo & normalmente usado em solug®es claramente Acidas como
Sucos sem polpa e bebidas. Algumas aplicag@®es atuais do corante de
urucum hidrossoludvel, incluem molhos, pudins, molho de tomate,

catchup, sobremesas de leite, saladas, cha, recheios de sobremesas

A base de chocolate e comida para animais.

Para CARVALHO (1988), na forma de corante para alimentos, o
corante de urucum compete com outros carotendides e corantes
artificiais. A natureza exata e a extens¥o dessa competic¢XZo variam
com o preduto e com o pais. A substitui¢¥o ao beta-caroteno
esbarra na atividade vitaminica deste produto, que ¢ usado

simul taneamente como corante e como substituto da vitamina A.

CHAO et alii (1991) manifesta que a industria de alimentos
tem usado os dois maiores componentes da cor do extrato, a bixina
lipossoldvel e a norbixina hidrossoldvel, para obter tons que vXo
do amarelo ao vermelho, a uma variedade de produtos tais como
manteiga, margarina, &leo de milho e sobremesas. Nessas aplica-
¢Bes, seu uso é mais econédmico que o beta-caroteno. O uso do ex-
trato lipossoltvel tem incrementado, porque muitos corantes
alimentares soldveis em éleo n¥e estZFo muito bem certificados
CARAYA et alii, 1977). A aplicag3io comercial de tais pligmentos

também pode ser estendida para colorir alimentos extrudados.

As vezes, o pigmento de urucum ¢ misturado com outros
corantes para produzir variados tons de cor. Por exemplo, o
pigmento vermelho do urucum pode ser misturade com curcumina. A
mistura pode ser suspensa em &leo vegetal para produzir um corante
apropriade para colorir certos tipos de d&Sleos comestiveis,
manteiga e cremes para saladas e sobremesas CANAND, 1983; MARTINS,
19935,
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E importante observar a afirmagio de BAUERNFEIND et alii
(1971>, que os principais componentes das preparagdies de urucum
s3o Acidos carboxilicos, todos sensiveis ao pH, com significado
pratico sé em alimentos com baixo pH, nos quais a cor pode mudar

até rosa.

2.5 - EMULSBES DE CORANTES

2.8.1 - GENERALIDADES

A convers3io de carotendides cristalinos, com
caracteristicas de solubilidade altamente insatisfatérias, em
preparagBes dispersiveis em Agua ¢ um problema. BAUERNFEIND et
alii (19713 afirmou que, usando carotendides puros cristalinos &
possivel preparar carotendides dispersiveis em Agua por
emulsificag®o de solugdes oleosas, mas a pobre solubilidade dos
carotendides em &éleos limita tais emulsBes a baixos niveis de
potencia. Altas concentrag@es s3o obtidas aquecendo o &leo a quase
100°C. A emulsZo obtida pode ser usada em liquido ou a seco. Além
da aplica¢fo de calor, & possivel aumentar a concentragio, usando
um solvente adequado. Tais solventes podem incluir: dleo de
laranja, ¢steres de Acidos diterpenos como ésteres do Acido
abiético, acetogliceri{ideos Cglicerideos de Acidos graxos
parcialmente acetilados) ou, entZo, Alcoois aromiaticos ou seus

derivados.

2.85.2 - SOLUBILIDADE E SISTEMA HLB

Segundo FREUND et alii (1988), o urucum purificade extraideo

com solventes, pode ser especialmente processade para produzir
diferentes emul sSes corantes, que poderiam ser adicionadas
diretamente a produtos com base aquosa ou oleosa.

Dependendo das condig¢®es de processamento usadas, um corante em
emuls3o pode conter apenas bixina ou uma mistura de bixina e

norbi xina. Os emulsificantes usados incluem propilenoglicol,
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polissorbato 80 e monogliceridios.

Segundo BECHER & YUDENFREUND ¢1978) hi variedade de agentes

emul sificantes disponiveis no mercado. Dentro dessa ampl a
variagdo, a seleg¥o de um ou mais emulsificantes, que atuem
adequadamente para cada caso n¥o é uma tarefa fAcil. Com a

finalidade de economizar tempo na selec¢3o de emulsificantes, foi
introduzido um esquema sistemitico de selegXo dos poucos
emulsificantes adequados para uma aplicag¢gio especifica. Esse
método recebeu o© nome de ‘“sistema HLB", ou seja, “bal an¢o
hidréfilo-lipéfile*. A fungZo do sistema HLB ¢ dar um ntmero ao
ingrediente, ou combina¢io de ingredientes que se deseja
emulsificar e escolher um emulsificante que tenha o mesmo numero.
O HLB de um emulsificante ¢ um nUmero empiricamente definido que
expressa a relag3o entre o grupo hidréfilo Cafinidade com a Agua,
ou polard e o grupo lipéfilo Cafinidade com o Séleo, ou nZFo polard.
Un emulsificante com caracter lipdfilo tem um ndmero de HLB baixo
Cabaixo de 9,00 e um hidréfileo um ntumero de HLB alto Cacima de
11,00,

Existe uma correlagXo bem definida entre a solubilidade de
um emulsificante e seu comportamento. Usam-se emulsificantes
"soluveis em Agua' quando se deseja obter um produto final de
“caracteristicas aquosas', ou seja, de facil diluic¢Zo em Agua
Cemuls3o O/A>. Caso contrario, um emulsificante “soldvel em Sleo”
€ usado para obter um produto final com “caracteristicas oleosas",
ou seja, de facil dilui¢Zo em dleo CemulsTo A O C(BECHER &
YUDENFREUND, 1978).

2.85.3. ESTABILIDADE
Para ENGELHARDT et alii €1988), os produtos mais concentra-
dos sZoc obtidos por extra¢Xo, usande solventes organicos, embora a

precipitagio por extragio, com hidréxide de potassio aquoso

produza um produto final inteiramente concentrado. Utilizando
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emulsificantes e estabilizantes especificos, os corantes podem ser
incorporados dentro de produtos especiais para usos em tipos

especificos de alimentos, como quel jo processado e hebidas leves.

Ross et alii, citados por BECHER & YUDENFREUND (1978),
mostraram que a estabilidade da emul 3o pode estar relacionada com
as propriedades mUtuas de dilatag¥o entre as vArias fases da
emul s¥Fo. Embora o numero HLB nXo Seja propriamente um indice “per
si" da estabilidade de uma emulsio, a condi¢X¥o de estabilidade
maxima para um sistema definide esta usualmente associado a um
valor particular. Consequentemente, a variagio do coeficiente de
dilatag®o em um sistema particular d¢leo-Agua poderia ser uma
fungio do HLB, e a condigio de estabilidade maxima poderia estar
associada com o valor negative Cn3¥o dilatag¥od do coeficiente de
dilatagXo. Observande o comportamento do coeficiente de dilatagio
do sistema &leo em agua CO/Ad, a estabilidade mAxima usual mente
acontece em um HLB correspondente a um coeficiente de dilatagXZo

levemente negativo.

O Cremophor RH 40 & um solubilizante e emulsificante que
contém, como componente principal, hidroxi -estearato de
glicerina-polietilenoglicol. O wvalor HLB esta compreendido entre
14 e 16. Com o Cremophor RH 40 podem-se preparar solucBes aquosas
de vitaminas lipossoltveis A, D, E e K. O aroma e o sabor fracos
deste solubilizante constituem uma vantagem neste tipo de
aplicagXo. Ja o Tween 80 ou monooleato de sorbitana
polioxietileno, muito usado na industria de alimentos em geral, &
um Alcool polioxietileno de tipo nZFo iénico, cujo valor HLE

situa-se entre 15,0 e 15,8, segundo BECHER & YUDENFREUND ¢1978).

2.6 - ADSORGAO DE AGUA POR PRODUTOS DESIDRATADOS

2.6.1 - SECAGEM POR ATOMIZACXO E MI CROENCAPSULAGZRO

Microencapsulag¢®o por desidrata¢io envolve duas operagdes
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unitarias: emulsificagfo e secagem. Secagem por atomizagZo & um
dos métodos mais comumente usados para encapsulagdo na industria
de alimentos, devido a sua simplicidade e economia (BEATUS et

alii, 1985; ZILBERBOIM et alii, 1986).

Microencapsulagio ¢ uma técnica em que gotas de liquido,

particulas ou borbulhas de gas, de um material corante s3o
envolvidas em uma pelicula continua de um polimero - o material de
parede. A microencapsul ag¥o tem indmeras aplicag¢des nos

processamentos quimicos e tem encontrade uso consideravel na
inddstria de alimentos, para proteger coberturas de aromas,
sabores, vitaminas e outros ingredientes sensiveis. Essa técnica &
um método comum para converter materiais liquidos em uma forma
sélida ou em pob, mais pratica; protege o© material corante
encobrinde-o e aumentando sua vida de prateleira C(ZILBERBOIM et

alii, 1986).

Microencapsulag¢io tem sido aplicada em variados campos
industriais tais como farmacéuticos, cosméticos e agroquimicos.
Sua potencialidade para a inddstria de alimentos e os processos
especificos utilizados para este propésito s3¥o discutidos porque o
principal problema ¢ a selec¢fo restrita dos materiais de parede,
amplamente limitada a polimeros naturais como gomas vegetais,
dextrinas, proteinas, acucares, e outros Cpolimeros sintéticos =
sol ventes organicos s3do desprezados por considerag¢des de
toxicidade). A sSecagem por atomizag3o & uma técnica de
processamento altamente praticiAvel neste contexto. O material de
alimentagdo seria uma emuls¥o em que a fase dispersa ¢ o material
a ser encapsulado e a fase continua & a solugdo do material de
parede: a A4gua ¢ evaporada e © polimero formz uma matriz seca,

onde o material corante fica embebido CBEATUS et alii, 1985).

2.6.2 - ISOTERMAS DE ADSORCAO DE UMIDADE

A relag3o de equilibrio entre um componente presente em
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ambas as fases (s&lida e gasosa? pode ser representada por vArios
tipos de curvas. No caso da agua, tem-se a relacg3o entre a ativi-
dade de Agua C(Aad, o teor de umidade do produto e a temperatura.
Segundo Multon & Bizot, citados por ARANA & ITURBE (1988, a
atfinidade entre os produtos alimenticios e a Agua esta
representada pelas isotermas de sorg3do, onde cada ponto sobre

estas curvas corresponde a um estado de equilibrio.

Para LABUZA (1980, uma isoterma de adsor¢fo representa a
relagio quantitativa entre a atividade de agua de um alimento e
seu teor de umidade a temperatura constante, sendo que a atividade

de Agua & definida por:

Aa = ————~ = ————
Po 100

onde : Aa = altividade de Agua do produto
P = press3o de vapor da Agua do produto
Po = pressZo de vapor da Agua pura para a mesma temperatura

UR = umidade relativa de equilibrio do produto

Para KIMURA & MAEDA (1993), cada alimento possui uma deter-—
minada curva de umidade em fungdo da atividade de dgua, a qual &
construida numa temperatura constante e, portanto, denominada

“isoterma de adsorcfo de umidade'.

Segundo JARDIM (1987), as isotermas dos alimentos s3o obti-
das A temperatura constante por varios métodos, um dos quais, o
método dos dessecadores, que consiste na exposi¢cio de uma pequena
amostra do produte alimenticio a varias atmosferas de wumidade
relativa constante. Depois que o equilibrio ¢ atingido, o teor de
umidade pode ser determinade gravimetricamente, ou por outros

métodos.

2.6.3 - VIDA-DE-PRATELEIRA E ESTARILIDADE

TEIXEIRA NETO et alii (1991 afirmam que a vida-de-prate-—



leira de um produto & o tempo em que ele pode ser conservado em
determinadas condig¢®es de temperatura, wumidade relativa, luz,
etc., sofrendo pequenas mas bem estabelecidas alterag¢gdes que s3o
até certo ponto, consideradas aceitiveis pelo fabricante, pelo
consumidor e pela legislagio alimentar vigente. Os melhores
processos de conservagio de alimentos nZo conseguem evitar que
ocarram certas transformagdes nos mesmos em fungio do
tempoC ROCKLAND & NISHI, 1980D. Assim, determinag®es da
vida-de-prateleira, ajudada pelo conhecimento da cinética das
reagies que neles ocorrem, torna-se de fundamental importancia
para os produtores de alimentos, assim como  também para as
autoridades sanitarias e grupos que defendem os interesses dos
consumidores. A cinética das reag@es analisa os principais
parametros que afetam a velocidade de uma reagdo e estabelece
relagSes quantitativas entre causa e etfeito, permitindo

comparagdes.

Para realizar estudos de vida-de-prateleira & essencial que
se tenha condig¢gBes de armazenar amostras de produte em condig¢Ses
de temperatura e umidade relativa controladas. Nos testes acele-—
rados de vida-de-prateleira trabalha-se geralmente com variagSes
de temperatura e ocu umidade, que sXo aumentadas em relagio aco
padrdo normal, acelerando as reacdes. Obtendo-se o©s valores
cinéticos da reagio ¢ possivel entdo estimar-se a vida-de-—

prateleira CTEIXEIRA NETO et alii, 1991).

£.6.4. UMIDADE RELATIVA DE EQUILIBRIO

A determinag¥o da umidade £ um dos métodes mais importantes
e mais amplamente utilizados no controle de produtos alimenticios,
A perda ou absor¢io de umidade, por parte do produto, na atmosfera
que © envolve ¢ fung¥o da pressio de vapor da Agua no alimento e

da barreira do sistema da embal agem C(ROCKLAND & NISHI, 1980 ;



KIMURA & MAEDA, 1993).

O conhecimento dos tecres de umidade inicial e de
equilibrio, bem como a correta determinag¢fo de uma isoterma de
adsor¢3o, s3o informagBes essencials na escolha de uma embalagem
que oferega ao produto o periodo maximo de vida util, em fung¥o da
permeabilidade ao vapor de dgua do filme que o acondicionari. A
umidade relativa de equilibrio de um produte & aquela em que o
produto nem absorve nem cede umidade CTEIXEIRA NETO et alii,
19915,

A umidade critica de um alimento desidratado ¢ a umidade
correspondente ao ponte do inicio da aglomeragio do produto
C"caking") e pode ser identificada dentro do tragado da isoterma
de adsor¢io de umidade, para saber ate que umidade um produto pode
suportar, sem sofrer alteragfo de sua estrutura. A umidade critica
em produtos com baixo teor de umidade define a embalagem mais
adequada visando manter as caracteristicas fisicas do produto o
maximo tempo C(MADI et alii, 1979; LABUZA, 1080; KIMURA & MAEDA,
18983).

Para CARVALHO et alii C1993D>, materiais de embal agem com
taxa de permeabilidade ao oxigénio de ateé 42 cn?/mz/dia. a 25-C,
conferiram adequada protegdo a wum corante s&lido de urucum
contendo inicialmente 31,368% de bixina, durante um ano de
estocagem a 30°C e 90% de umidade relativa, na auséncia de luz.
Eles recomendaram o use de estruturas co-extrudadas ou laminadas
de poliamida CPAY e polietileno de baixa densidade CPABD). Além
disso, pigmentando a embalagem, pode-se criar barreira a luz para
proteger o corante durante o transporte, manuseio ou armazenamento

em ambiente iluminado.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 - MATERIAL

Foi utilizado extrato de urucum C(Bixa orellana L.D, denomi —
nado extrato-base, obtido em laboratério e caracterizade de

sementes do urucueiro, rnormalmente usadas pela indudstria de

alimentos, adquiridas no comércio em SZo Paulo. Para fins
comparativos dos rendimentos de purificacio, também foram
utilizadas as sementes de urucum  “in natura", diretamente no
processamento.

Os solventes utilizados foram da marca MERCK, para anilise.

3.2. CARACTERIZACAO DO MATERI AL
3.2.1. DETERMINAGAO DO TEOR DE BIXINA DAS SEMENTES DE URUCUM

Foi utilizada a técnica desenvolvida pelo Tropical Products
Institute CTPI), mencionada por WOOD et alii (1991>, pela qual 10
g de sementes inteiras sXo transferidas para funil de decantagXo
com 250 ml., e submetidas a extragio com B porces sucessivas €100,
80, 30, 20 e 10 mLd de cloroférmioc agitadas vigorosamente durante
10 minutos. O extrate & transferido por meio de funil contendo 1%
de vidro para balZo volumétrico de 250 mL e o volume & completado
com cloroférmio. Toma-se uma aliquota C1 mL) da solugX¥o para balXZo
volumétrico de 100 mL e completa-se o volume com cloroférmio.
Mediu-se a absorbaAncia a 470 nm e calcula-se o teor de bixina da

amostra utilizando-se a Lei de Beer e o valor de Aq%m= 2. 826,
<

3.2.2 - OBTENGAO DO EXTRATO-BASE DE URUCUM

O extrato-base de urucum foi obtido em laboratério e todas
as extragBSes foram realizadas em duplicata . Foli analisado o teor
de bixina e calculado o rendimento de extracZo e a recuperagio da

bixina. Os resultados foram expressos em porcentagem, cal-~ulado



com base no teor inicial de bixina presente nas sementes de

urucum.

O extrato-base fol colocade em frasco de vidro e armazenado
sob congelamento a -12 * 2, no escuro, para uso durante as

etapas posteriores do trabalho.
3.2.2.1 - DETERMINAGCZO DO TEOR DE BIXINA DO EXTRATO-BASE

A quantificagfo da bixina presente no extrato-base foi
baseada na Lei de Beer, de acordo com © método recomendado pela
FAO-WHO (1982), utilizando o comprimento de onda de maxima absor-—
¢3o de 470 nm. A porcentagem total de carotendides foi expressa em
bixina considerande o valor de absortividade A:’:m= 2. 826, As
absorbancias foram lidas em espectrofotémetro UV.VIS de marca
BECKMAN modelo DU-70, usando cloroférmio como branco. Os
resultados foram expressos em porcentagem de bixina presente no

extrato—-base de urucum.
3.2.2.2. DETERMI NACAO DA UMIDADE

Foi utilizado o método descrito pela AOAC (1990>, pela
qual as amostras sX¥o colocadas em placas de Petri, levadas a
estufa a 105°C por 3 horas e pesadas até peso constante. Os
resultados foram expressos em porcentagem de umidade presente no

extrato-base.

3.2.3 - OTIMIZAGAO DOS PARAMETROS UTILIZADOS PARA A EXTRAGZXO
3.2.3.1 - TIPO DE SOLVENTE

Foi utilizado como solvente de extragdn o Alcool etilico,
baseado nas pesquisas prévias desenvol vidas por PERRET & PARK na
Pat. E.U. A. 2,830,908 (1958>, DENDY (19066a), PRESTON 2 PRI CKARD
(1980>, BHALKAR & DUBASH C(1983) e ENGELHARDT et alii 1 agrRd ,

trabalhando-se com tempo de extracZo de duas horas.

Foram utilizados para a extragio 300 gramas de sementes
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de urucum inteiras e 800 mL de Aalcool etilico, na propor¢Xo
peso-volume de 1:2, em balZoc de boca esmerilhada de 1.000 mL e
submetendo a agitacXo por duas horas, A temperatura ambiente, em
agitador FISATOM modelo 713, 2000 rpm. Apds este tempo a solugZo
colorida foi separada das sementes utilizando uma peneira de malha

100.

O material corante foi separade do solvente por
decantag3o, colocando a sol ug3o por quatro horas em uma proveta de
vidro de 1.000 mL. Depois, o sélido precipitado foi submetido A
centrifugagfo utilizando uma centrifuga de bancada marca FANEM a
3.000 rpm Cou 1.950 g) e o corante sdélido submetido A secagem em

secador com circulag¢¥o forgada de ar.
3.2.3.2 - TEOR DE BIXINA DAS SEMENTES

Considerando que as sementes de urucum n%¥o apresentam
teores semelhantes de bixi na, foram testadas amostras di ferentes
para observar a rela¢3o existente entre o teor de bixina das

sementes e dos extratos.
3.2.3.3 - TEMPO DE SECAGEM DO EXTRATO-BASE

Para determinar o tempo maximo que o sélido centri fuga-
do poderia ser submetido A secagem sem sofrer alterag®es na
quantidade de bixina final, trabalhou-se c¢com um secador com
circulagfo forgada de ar a Q0-C por 3, B, 9, 12 e 15 minutos,
colocando as amostras em pPlacas de Petri, depois analisando-as
espectrofotométricamente e comparando os resultados com o tempo

Zero.

3.2.3.4 - RENDIMENTO DA EXTRAGXO

Foi calculado o rendimento da extra¢¥o, relacionando o
peso do extrato-base seco e o peso das sementes utilizadas no
processamento. Este dado foi comparado com a quantidade de bisxina

do extrato-base, para observar a relagio entre estes dois valores.
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O aumento na pureza dos extratos foi obtido relacionando a
porcentagem de bixina obtida na extrag¢%o com a porcentagem de

bixina presente nas sementes de urucum.

3.2.4 - IDENTIFICAGAO DOS CORANTES

Foram comparados a bixina e seus derivados presentes nos
extratos-base de urucum obtidos nos itens anteriores, com cristais
de bixina de alta pureza, conforme DENDY (1966ad, FRANCIS C1965) e
TAKAHASHI (1987).

Foram realizadas anAlises de cromatografia em camada
delgada baseadas em DENDY (1966b), utilizando solug@es em
cloroférmio dos extratos-base cromatografados em placas com silica
gel GBO MERCK. Os cromatogramas foram desenvol vidos com  uma
mistura de cloroférmio-acetona-acido acético C(S0:50:1). O Acido
acético ¢ colocado para aumentar a polaridade da mistura dos
sol ventes CRAMAMURTHY & BHALERAO, 1964; FRANCIS, 1965). Depois foi
aplicado solug3o de iodo aoc 0,%5% em clorofédrmio como revel ador,
para observar a presenga de outros compostos n3Fo visiveis

normalmente & determinou—-se o Rf.

Tambem foil feita a varredura dos extratos-base obtidoes,
usando o espectrofotémetro BECKMAN DU-70, com absorbincia entre
0,0 e 1,0 e comprimento de onda entre 400 e S50 nm, uma vez que a
bixina apresenta absor¢Xo maxima nessa faixa de comprimento de

onda.

3.3 - PURIFICAGCXO DA BIXINA
3.3.1 - TESTES PRELIMINARES

Foram feitos testes preliminares para obser var o
comportamento de diferentes solventes referentes A eficiéncia na

purificagio do extrato-base de urucum.
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3.3.1.1 - UTILIZANDO SOMENTE UM SOLVENTE

Num balio de vidro foram colocados 0,85 g de extrato-base
de urucum seco, 20 mL de solvente e agitagfo por S minutos, A
temperatura ambiente. O contetdo do balXo foi filtrado sobre papel
e o solvente com o corante extraido foi recolhido em um balZXoc de
vidro e submetido a evaporagdo em um evaporador rotatério marca
BiUchi a 38°C sob vaAcuo de 60 em Hg, até eliminar a totalidade do

sol vente.

Foli tomada uma aliquota do corante e determinado o teor

de bixina. Os solventes utilizades sdo mostrados na Tabela 2.

Tabela 2- Solventes utilizados para purificar o extrato-base de

urucum.
Solvente Indice de polaridade °T de ebulig¢io C(=C)
Agua 3,0 100,0
Acetato de etila 4,3 77,1
Acetona 5,4 56,1
Alcool butilico 3,9 117,0
Alcool isopropilico 4,3 82,3
Eter de petréleo 2,0 30,0 - 60,0
Eter etilico =,9 34,6
Etileno glicol 5,4 197.6
Hexano 0,0 66,0 - 71,0
Isoctano -0,4 99,3
Metanol 6.6 64,7
Metil -etil —cetona 4,8 79,6
Propileno glicol 188, 2
Tricloreoetileno 3.7 85,7
Fonte: SNYDER (1974), WINDHOLZ et alii €1983).

3.3.1.2 - UTILIZANDO MISTURA DE SOLVENTES
Seguindo a mesma técnica do item 3.3.1.1, foram

utilizadas também misturas de acetona com hexano, metil etil

cetona, triclorcetileno e isopropanol na propor¢io 1:1.
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A través das quantidades de bixina nos corantes
purificados, as duas misturas de mel hor comportamento e

reavaliadas nas propor¢gSes 3:1, 1:1 e 1: 3.

3.3.2 - PURIFICAGCAO POR CRISTALIZACKO

Depois de fazer uma anilise preliminar do comportamento de
diferentes solventes e misturas de solventes com o extrato-base de
urucum C(item 3.2.2), foi definida a metodologia para obter a puri -

ficagio por cristalizacXo da bixina.

Para isto, foram colocados 2 gramas de extrato-base de
urucum seco e 20 mL de solvente em bal%o de vidro, que foi
submetido A agitagfo, por 10 minutos a 40°C. Posteriormente, o
material foi filtrado em papel de filtro e o liquido resultante
concentradoe em evaporador rotatério até 10mL e, a seguir, colocado
em tubos de vidro com tampa de rosca vedada com teflon, para
submeter os extratos-base de urucum a cristaliza¢f%o pelo frio,

trabalhando com temperaturas de -15°C, em banho refrigerado.
3.3.2.1 - UTILIZANDO MISTURAS DE SOLVENTES

Depois de observar © comportamento das diferentes
misturas de solventes testadas no item 3.2.1.2, escolheram-se as
que extrairam com maior eficiéncia o material corante para
encontrar os solventes que melhor conseguiram purificar a bixina

por cristalizagio a frio, segundo 3.3 2.

3.3.2.2 - PROPORGAO DA MISTURA DOS SOLVENTES

Depois de medir o teor de bixina presente nos cristais de
bixina, escolheram-se as misturas com melhor comportamento e
mudaram-se as propor¢®es entre os solventes. Foi utilizada a mesma
técnica do item 3.3.2 com misturas de solventes acetona-
tricloroetileno, metanol-acetato de etila, acetona-isopropancl e

metanol ~acetona em propor¢gSes de 3:1, 1:1 e 1:3.
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3.3.2.23 - RENDIMENTO DA PURIFICAGAO POR CRISTALI ZACZKO

Para definir qual o melhor processamento para a obtenc¢Zo
de bixina purificada por cristaliza¢¥e, foi calculado o rendimenta
bruto da purificagio para as diferentes misturas de solventes,

considerando que:
Rendimento de purificagio = -===-=2_SXXTAalo purificado x 100

Também foram tomados os diferentes residuos obtidos das
purificag@es efetuadas no item 3.3.2.2 e analisados quanto ao teor

de bixina no residuo, visando definir as misturas mais eficientes.

3.3.3 - PURIFICAGAO POR PRECIPI TAGAO

Os métodos de purificag¢io por precipita¢io utilizados foram
baseados nas experiéncias desenvolvidas por BERSET & MARTY (1986D
e TADAMASA & YASUDA, Pat. 60,184,566 do JAPARO (1988).

3.3.3.1 - A PARTIR DO EXTRATO-BASE DE URUCUM

Para otimizar os parametros a utilizar na purifica¢fo do
extrato-base de urucum Citem 3.2.2>, todas as purifica¢®es foram
realizadas em duplicata, determinando a porcentagem de bixina no
extrato e calcul ando porcentualmente o rendimento de purificagcio e
a recupera¢io de bixina. A porcentagem de recuperagio de bixina,
por purificagio, foi calculada com base no teor inicial de bixina

nas sementes de urucum.

As amostras de extrato purificado de bixina foram
armazenadas a -12 * 2°C, no escuro, para uso durante acs etapas
posteriores do trabalho relacionadas com a estabilidade do

produto.

3.3.3.1.1 - SOLVENTE ADEQUADO

Para escolher © solvente adequado para fazer a
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purifica¢¥o do extrato-base de urucum, trabalhou-se com diferentes
misturas de solventes, todas elas com pontos azeotrépicos baixos
para impedir a degradagZo térmica da bixina e considerandeo os

respectivos indices de polaridade, segundo a Tabela 3.

Tabela 3- Misturas de solventes testadas e respectivas tempera-

turas de ebuligfo.

Misturas Proporc¢io Temperatura de

testadas recomendada ebuligfo CoCD
Etanol:tricloroetileno:égua 41 ,2:38,4: 20,4 44,4
Etanol: acetato de etila: agua 12,4:860,1:27,8 70,3
Tricloroetileno: metanol 66: 34 60,2
Acetato de etila: Agua 95: 5 34,2
Isopropanol: acetato de etila 23: 77 74,8
Metanol:acetato de etila 19:81 54,0
Etanol:triclorocetilenc c8: 72 70,9

Fonte: MORITA & ASSUMPCAO C1983).

Foram testadas também as misturas de solventes que
melhor se comportaram na purificagdo da bixina dos itens 3.3 1 e
3.3. 2.

Os testes visaram obter o melhor compor tamento das
misturas de solventes com a dgua e sua solubilizag¢ioe com o
extrato-base de urucum. Para isto, tentou-se a dilui¢3o de 2
gramas de extrato-base de urucum em 100 mL do solvente escolhido,

para depois completar a mistura com igual quantidade de Agua.

3.3.3.1.2 - RELAGAO EXTRATO-BASE: SOLVENTE

A determinag¢Zo da pProporgio 4tima entre extrato-base de
urucum e solvente (peso-volume) foi realizada em fun¢Xo da
utilizag3o da mistura acetona-isopropanel C€1:1) como solvente de
extragdo. A temperatura de extragdo foi fixada em 40°C, mas
posteriormente foi feito um estudo de otimizag¥o da temperatura de

extrag¢Xfo.



Utilizaram-se para a extrag¥o 2 gramas de extrato-base
de urucum e 100 mL da mistura acetona-isopropanocl (1:50D>,
colocados em bal%o de boca esmerilhada, acoplado a um condensador
para refluxo e mantidos A temperatura fixada por 30 minutes. O
material foi filtrado em papel de filtro e depois adicionada a
mesma quantidade de Agua sob agitagXo. Apés homogenizar, foi
induzida a mudanga do estado de equilibrioc da sclucZo, diminuindo

© pH até precipitar a bixina, utilizando 4cido cloridrico 1,0 N.

O material resultante foi decantadoe em um funil de
separagfo por 4 horas e o sélido assim separado colocado em placas

de Petri, para secar em capela a temperatura ambiente.

Similarmente, foram realizadas extrag@es com S5 g do
extrato de urucum e 100, 200, 300, 400 e 500 mL. de
acetona-isopropanol, sendo a rela¢3o entre extrato-base e sol vente

1:20, 1:40, 1:60, 1:80 e 1:100.

3.3.3.1.3 - TEMPERATURA DE PURIFICAGCZXO

Considerando que a bixina & um carotendide, a tempera-
tura de extrag3o tem um papel muito importante na quantidade fi-
nal de bixina presente nos extratos purificados. Foram testadas as
temperaturas de 30, 35, 40, S0 e 65°C, para a mistura de sol ventes
acetona-isopropancl, com agita¢Xoe por 30 minutos, comparando-as
com a purifica¢fo feita a temperatura ambiente. O método foi o

mesmo utilizado no item 3.3.3.1.2.

3.3.3.1.4 - PURIFICAQBES SUCESSIVAS

Do residuo das purifica¢g@es desenvolvidas no item
3.3.1.1.2 foram realizadas novas purifica¢des, utilizando a
mistura acetona-isopropanol como solvente trabalhando, desta vez,
tanto com proporgdes como tempe menores. O método foi o mesmo

utilizado no item 3.3.3.1.2 e as condig®es de trabalho s3Xo
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mostradas na Tabela 4.

Tabela 4- Condi¢Bes de trabalho utilizadas para estudo do efeito

das purifica¢Bes sucessivas da bixina.

Ne extrag¢zo Proporg3o solvente-extrato Tempo de purificacg¢XZo
Cminutos)

la. 80: 1 30
2a. 40: 1 20
3a. 20: 1 10

3.3.3.1.5 - MUDANGA DO pH

Para conseguir a precipita¢¥o mais eficiente da bixina
no liquide filtrado, fol testado © momento mais oportuno para
adicionar 4cido cloridrico 1,0 N e diminuir o pH da mistura de

sol vente.

Trabalhou-se com duas metodologias; depois de ter
filtrade o material resultante da extracio com a mistura acetona-—

isopropanol.

Método A

liquido filtrado --p adig3o de Agua —-»p mudanga de pH

Métode B

liquido filtrado --P mudanga de pH --» adi¢¥o de Agua

3.3.3.1.6 ~ RENDIMENTO DA PURIFICAGAO POR PRECIPITAGXO

Para observar a relag¢fio entre a quantidade de bixina
purificada e o rendimento obtido na purificag¢X¥o, foram feitos os
cAlculos baseados no seguinte:

peso do extrateo purificado seco

Rendimento bruto = ~»--remm oo oo x 100
peso do extrato-base urucum seco
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peso do extrate purificado seco
Rendimento real = —--eeoooe o ___ x 100
peso real da bixina

Em que:
peso real peso extrato—-base % bixina extrato-base
C = C J C
da bixina de urucum seco de urucum seco

3.3.3.1.7 -~ INCREMENTO DA PUREZA NA PRECIPI TACAO

Foram feitos os cAlculos para analisar o aumento de
pureza obtido nas experiéncias, a partir do extrato-base de urucum

E2, com 65,5 % de bixina, aplicando:

% bixina do extrato purificado seco
Incremento da PUr & Za = — e e
% bixina do extrato-base urucum seco

3.3.3.2 - A PARTIR DE SEMENTES DE URUCUM

3.3.3.2.1 - METODO ALCALINO

Este método foi idealizado baseado nos conceitos de
AUSLANDER et alii C1977) e a Pat. 60,184,566 do JAPXO 1988), de-

senvolvida por Tadamasa & Yasuda.

A metodologia de purificag¥o inclui a remo¢io, sob
agitagio, dos materiais corantes das sementes de urucum com
agitagdo por 2 horas, a temperatura ambiente, utilizande uma
solugio de Agua em Alcool etilico C1:4D contendo de 0,2 até 0,6%
de hidréxido de sédio. Apds a filtragem, misturou-se o liquido com
uma solugfo diluida de Acido sulfurico a 10% até pH 7, para

precipitar o corante.

Finalmente, o corante foi submetido a secagem em
corrente de ar A temperatura ambiente e moagem em almofariz. O

extrato assim obtido foi armazenado a —-12 * 2e-C,



3.3.3.2.2 - METODO ACIDO

Depois de ter determinado os melhores parametros tanto
para a obtengdo do extrato-base de urucum como para a purificagfo
por precipitagio, em fungXo da mudanca do PH, esses efeitos foram

estudados diretamente nas sementes.

Foram colocados 100 gramas de semente de urucum em balZo
de vidro e 1.000 ml da mistura de solventes acetona-isopropanol
C1:1D e agltag3o por 2 horas, a temperatura ambiente.
Posteriormente © material foi filtrado em papel de filtro e
adicionada a mesma quantidade de agua, scb  agitag3o. Apbs
homogenizar, foili induzida a mudanga de pH até precipitar a bixina,

utilizando Acido cloridrico 1,0 N.

O material resultante foi decantado em funil de separag¢io
por 4 horas e o sélido, assim separado, colocado em placas de
Petri para secar em capela a temperatura ambiente e armazenado a
-12 * 2-C.

3.4 - CARACTERIZAGXO DOS EXTRATOS PURIFICADOS

3.4.1 - DETERMINAGAO DO TEOR DE BIXINA

A quantificag¢®o da bixina no extrato purificado foi baseada
na Lei de Beer, de acordo com o método recomendado pela FAO-WHO

€1982>, ja descrito no item 3.2.2.1.

3.4.2. ESPECTROFOTOMETRI A

A quantificag¢¥o da bixina presente e as varreduras dos
espectros dos extratos purificados, foram feitas utilizando um
espectrofotdmetro UVAVIS Beckman, modelo DU-70 usando cloroférmio
como testemunha, trabalhando na faixa de absorbAncia de 0,0 a 1,2,

entre 300 e 550 nm.

51



3.4.3 - CROMATOGRAFI A EM CAMADA DELGADA

método descrito por DENDY C1966a), foram realizadas utilizando
Placas cobertas de camada de silica gel GB0O MERCK. A fase mével
foi uma mistura de cloroférmio—acetona—écido acético (50:50:1)
colocada numa cuba de vidre, onde as pPlacas contendo o corante

foram mergul hadas por 30 minutos, 3 temperatura ambiente.

3.4.4 - CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

Foi obtida utilizando un cromatégrafe 1iquideo Varian,
modelo 5000, equipado com detector de arranjo de diodos Shimadzu,
modelo SPD-MBA, acoplado a um sistema de dados Acer modelo 918V e
uma impressora NEC modelo PB300. Foi usada uma coluna Lichrocart
LichroSpher, modelo RP-18, com particulas de 5 HmM, com 125 mm de
comprimento e 4 mm de didmetro com fase mével metanol -Acido
acetico 2% vov (80: 20>, desenvol vida isocraticamente, taxa de
vazio de 1,0 mL. min e utilizando detector de arranjo de dieodoc
entre 300 e 600 nm.

Antes de aplicar os extratos dissol vidos em cloroférmio no
cromatédgrafo liquido, estes foram filtrados em sistema Millipore
empregando membrana FHLP, com porosidade de 0,5 ym e desgasados em

ultrasonificador.

3.5 - OBTENGAO DE UM EXTRATO HIDROMISCIVEL DE BIXINA
3.5.1 - SOLUBILIDADE DO EXTRATO

Para obter uma emulszo estivel de fAci) dilui¢¥o em Agua,
apropriada para a secagem por atomizagin, utilizou-se um

emulsificante soldvel em Agua. A faixa de HLB Cbhalango

caracteristicas: Tween 80 e Cremophor RH-40.
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Quantidades diferentes de emulsificante (1, 3, 5 e 8 mLd
foram misturadas com Agua destilada (99, 97, 905 e 92 mlL) e 1 g de
extrato purificade de bixina por precipitag¢ioco a partir do
extrato-base de urucum, utilizande um agitador a 60 * 2<C até
diluir. Depois foram colocados 10 mL da solug3do num balXo
volumétrico de 100 mL e completou-se com cloroférmio. Mediu-se a

absorbancia a 470 nm e calculou-se o teor de bixina na amostra.

Para medir a solubilidade da emuls3o, 20 mL da solugio
formada foram centrifugados por S minutos a 3.000 rpm e o teor de
bixina no liquido sobrenadante foi determinado espectrofotome-

tricamente.

3.5.2 - PROCEDIMENTO PARA SECAGEM DO EXTRATO HIDROMI SCT VEL

O método utilizado para obter o extrate hidromi scivel de
bixina, foi baseado nos métodos apresentados por BEATUS et alii
C1985) e ZILBERBOIM et alii €1986).

Foi preparada uma emuls3o por homogeneizag¢Zo do extrato
purificado de bixina Citem 3.3.3.1), obtido por precipitagio a
partir do extrato-base de urucum, contendo um emulsificante na
solugio de Agua e maltodextrina, utilizando um emulsificador de
alta velocidade de marca FISATOM a 60<C por 1 hora. A emuls3o foi
secada por atomizagio num “spray-dryer* Niro Atomizer. As
condi¢Bes de secagem foram as seguintes: temperatura de ar de
entrada 185°C, temperatura do ar de safida B65-75eC, tempo de

alimentag3oc 13-15 kg de aAgua evaporada-hora.

O material seco foi colocado em frasco de vidro e

armazenado no escuro sob congelamento a -12 + 2.

3.6 - UTILIZAGAO DOS EXTRATOS PURIFICADOS E HIDROMISCIVEL EM
FORMULLACAO ALIMENTICIA

Para observar o comportamento dos extratos de urucum obtidos
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em laboratério, estes foram utilizados para preparar a férmula de

um refresco comercial de tangerina.

Os extratos utilizados para completar a formulag¥o foram de
dois tipos: extrato purificado de bixina obtido por precipitagio
Citem 3.3.3.1) e extrato hidromiscivel de bixina obtido por atomi-
zag3do Citem 3.5).

A formula¢Zo utilizada Para completar com 400 ml de aAgua foi

a seguinte C(em gramas):

extrato corante 4,00
fosfato de cilcio tribAssico o0,12
dcido citrico 1,60
citrato de soédio 0,12
aroma de tangerina 1,20
agUcar comercial 51,20

Estas formul agBes foram posteriormente utilizadas para

avaliar o efeito da luz na estabilidade da bixina, no item 3.7.1.

3.7 — ESTABILIDADE DA BIXINA

A variag¢3o da absorbincia, em fungdo do tempo de exposi¢Xo,
foi o parametro usado para medir a estabilidade da bixina. A
partir da variagXo da absorbincia das amostras, quantificou-se a
variag3o, em fung¥o do tempoe de exposi¢do, do teor de bixina dos
extratos e seus respectivos espectros de absorg¢do Cconforme o item
3.2.2.1D.

3.7.1 - EFEITO DA LUZ

Para medir a estabilidade A luz dos extratos de biwina

obtidos, foi utilizada uma formul ag¥o para o preparo de refresco
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comercial de tangerina, apresentada no item 3.8, comparando o
comportamente de dois tipos de refresco: um, preparado com extrato
purificado de bixina obtido por precipitagio (item 3.3.3.1) e o
outro, com extrato hidromiscivel de bixina obtido por atomizagXio
Citem 3.5).

Foi analisada a absorbancia apresentada pelo refresco logo
apés o preparo (tempo zerod e colocade 10 mL em tubos de ensaio de
20 mL com tampa rosqueada e vedados com teflon. Do total de tubos,
a metade foi estocada no escuro e a outra metade exposta a uma
lampada fluorescente de 15 W Osram, modelo Day Light, colocada a
15 cm dos tubos. A lAmpada forneceu luminosidade de 900  lux,
correspondente a um nivel padrXo de iluminag¥o de exposic¢¥o no

comércio.

Os tubos permaneceram inclinados em relagdo 4 fonte de luz,
tiveram suas posi¢@es trocadas diariamente e foram protegidos de
qualquer outra fonte de luz e mudangas de temperatura. Foram
retiradas amostras, em duplicata, para determina¢fo do espectro de
absorg3dc e leitura de absorbiAncia a 470 nm nos tempos de 0, 1, 2,

4, 7, 10, 185 21 e 30 dias.

A Tabela B resume as condig¢®es experimentais ne estudo da

estabilidade em relacXo a lu=z.

Tabela 5- Condi¢Bes experimentais no estudo da estabilidade da

bixina em rela¢Zc a4 luz.

Corante usado Teor inicial Temperatura pH do Lumi nosi -
no refresco de bixina (20 25 + 2¢O refresco dade
EPB 00,2434 25 2,91 luz
EPB 00,2434 25 =, 91 escuro
EHB 0, 2601 25 3,16 luz
EHB 0, 2601 25 3,16 escuro
onde EPB = extrato purificado de bixina.

EHB

!

extrato hidromiscivel de bixina.
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3.7.2 - EFEITO DA TEMPERATURA

Os testes foram realizados com diferentes extratos purifi -
cados de urucum, utilizando estufa de laboratério a temperatura de

105 £ 2°C, em dois grupos diferenciados de trabalho.

3.7.2.1 - UTILIZANDO EXTRATO OBTIDO PELO METODO ALCALINO

Placas de Petri receberam 0,1 g de extrato purificado
pelo método alcalino obtido a partir de sementes Citem 3.3.3.2.1D
sendo tampadas para evitar contamina¢io e perda de material. Apds
a leitura inicial de absorbAncia segundo o item 3.4.1 C(tempo
zerod, as placas contendo o extrato foram colocadas em estufa a
108 + 2°C. Depois foram retiradas, em duplicata, nos tempeos de 2,
4, B e 12 horas e colocadas em dessecadores. A seguir, foram
feitas as leituras da absorbAncia Csegundo o item 3.4.1) e a
determinagio dos espectros de absorgio (segundo o item 3.4.2). As

condigdes de trabalho sXo mostradas na Tabela 6.

Tabela 6- Concentrag3o de bixina dos extratos alcalinos e tempo
de exposi¢Xo utilizados no estudo deo efeito da

temperatura na estabilidade.

Extrato NaOCH Concentragio Temperatura Tempo de exposigio
tipo &9 de bixina (2 CeCD na estufa Chorasg)
A o0,2 69,53 1085 2, 4, B e 12
B 0,3 73,35 105 2, 4, B8 e 12
c 0,4 51,91 108 2, 4, 8 e 12
D 0,8 50, 80 108 2, 4, 8 e 12
E 0,6 40,87 105 2, 4, 8 e 12

2.7.2.2 - UTILIZANDO EXTRATO OBTIDO PELO METODO ACIDO

Trabalhou-se com placas de Petri, que receberam 0,1 g de
amostras do extrato purificado de bixina Citem 3.3.3.1), obtido as

temperaturas de extrag¥o de 35 e 40-C, porque foram os que
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apresentaram a maior concentragdo de bixina. As placas foram
tampadas para evitar contaminag3o e perda de material. Apds a
leitura inicial de absorbAncia segundo o item 3.4.1 C(tempe zerod,
as placas contendo o extrato foram colocadas em estufa a 105 +
2°C. Depois foram retiradas, em duplicata, nos tempos de 8, 16 e
24 horas, repetindo o mesmo procedimento do item anterior para ler
a absorbAncia (segundo item 3.4.1) e determinar os espectros de
absorgfo (segundo o item 3.4.2). A Tabela 7 mostra as condic¢Ses

experimentais utilizadas.

Tabela 7- Concentra¢®o de bixina dos extratos Acidos e tempo de
exposi¢do utilizados no estude de efeito da temperatura

na estabilidade.

Extrato Concentrag¢3o de Temperatura Tempo de exposi¢io
tipo 3 bixina (2O trabalho C°CD na estufa Choras)
EPB40 0, 8 108 8, 16 e 24
EPB35 94,7 108 8, 16 e 24

)

EPB = extratos purificados de bixina obtidos a 40 e 3Fec.

3.7.3. DETERMINAGAO DAS ISOTERMAS DE ADSORCAO

Para determinar a umidade c¢ritica do extrato foram
determinadas as isotermas de adsor¢io pelo método dos
dessecadores, descrito por MADI et alii C1979) e JARDIM C1987>. O
conhecimento desses dados ¢ importante no planejamento futuro de
embal agens, principalmente para produtos com baixo teor de

umi dade.

Trabalhou-se com duas amostras: extrato purificado de
bixina obtido a partir de extrato-base de urucum Citem 3.3.3.1) e
extrato de bixina hidromiscivel obtido por atomizag¢io Citem 3.5,
SolugBes de Acido sulfurico em Agua foram usadas para o controle
da umidade relativa, preparadas segundo BRAY (1970) e mostradas na

Tabela 8.



Fol colocado um grama de amostra numa placa de vidro de 5
cm de didmetro, de modo a formar uma fina camada no fundo, secando
as amostras em estufa a 105°C até peso constante. As placas, em
duplicata, foram colocadas nos dessecadores com umidade relativa
conhecida, sob vdcuo a 40 cm Hg e 285°C. As placas foram pesadas a
cada 2 dias, durante 12 dias. Com base nesse peso, fol calculada a
umidade do produto em base seca e feito grafico de umidade do

produto (g H20-100 g amostra seca)l.

TABELA 8- RelagZo entre as amostras de extrato e as solu¢g®es de
Acido sulfdrico preparadas para controlar a umidade

relativa do meio.

Ne H2504 Umidade relativa
amostra (% em pesod a 28-C

1 60 16,24

2 50 34,98

3 40 56,50

4 30 75,18

5 28 82,37

6 20 88, 08

7 18 a2, 36

8 10 a8, 09

Fonte: BRAY C1970D.

3.7.4 - ANALISE ESTATISTICA

As variagBes de concentrag3o de bixina em extratos purifi-
cados, em fungio do tempo de reagio, obtidas conforme apresentado
nos itens 3.3.3.1, 3.7.1 e R.7.2 foram submetidas a anilise de

varilncia.

Estudou-se a rela¢io funcional entre o tempo de tratamento
e o teor de bixina e, sempre Jque possivel, confrontaram-se os
coeficlentes angulares das retas de regress3o linear pelo teste de

Tukey, ao nivel de erro de 5%.
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3.7.5. CALCULO DAS CONSTANTES DE VELOCIDADE DE REAGAO (K> E TEMPO

DE MEIA VIDA Ctl/ab

Os valcocres das constantes de velocidade das reagdes (KD
foram calculados a partir das variagBes de concentra¢3o de bixina

em extratos purificados de bixina, em fung3o do tempo de reagio,

obtidas dos estudos apresentados nos itens 3.7.1 e 3.7.2.

Segundo TEIXEIRA NETO et alii €1991), os valores de K foram

determinados utilizando-se a equagdo 1, para cinética de 1° ordem.

-ln € S- 5 =kt Ceq. 1)
Co
Onde:
C = concentracg¢fo final de bixina
Co = concentrag¢io inicial de bixina

‘-O-
H

tempo de roagfo

Do grafico -1n C em fun¢f¥o do tempo de reagdo obtem-se uma

reta cuja inclinac¢Zo representa a constante de velocidade da

roeagilo.

O=s tempos de meia vida Ctl/?b foram calculados utilizando a

equagio 2.
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4 - RESULTADOS E DI SCUSSAO

4.1 - MATERTAL UTILIZADO

O material utilizado fol extrato de urucum obtido a partir de
sementes do urucueiro, denominado extrato-base. A quantidade de
bixina obtida em duas amostras de sementes de urucum, expressa em

por centagem, fol de 1,9 € 2,4, respectivamente.

A diferenga poderia ser explicada por fatores como a
variedade da cultura, a procedéncia da amostra, a forma de secagem
das sementes € até o tempo de armazenamento a que foram

submetidas, dque influenciam a quantidade de bixina da amostra.

O teor de bixina na variedade brasileira de urucum, utilizada
no presente trabalho, esta em conformidade com OS dados de
literatura, podendo ser comparado as var iedades peruanas de

maiores teores CONU, 1988).

4.2 — TESTES PRELIMINARES PARA EXTRAGAKO DE BIXINA

4.2.1 — OBTENGAO DO EXTRATO-BASE

No preparo do extrato-base de urucum, as sementes foram
colocadas em um balZoc de vidro para facilitar o atrito e
submetidas a agitagdo com Alcool etilico. Testes preliminares
mostraram dque 2 propor ¢ao indicada de 2:1 CAlcool etilico-
sementes, V/7p) era suficiente para produzir abrasfo entre as
sementes e facilitar a separagaoc da pelicula ext erna de bixina que

as recobrem ¢ GUIMARAES et alii, 1983; ENGELHARDT et alii, 18688).

Tanto a precipitaq&o como 2 centrifugagio permitiram separar
as fases liquida da sélida, que continha o© pigmento a extrair.
Como © calor poderia afetar negativamente a obtengio da bixina e

gerar um plgmento amarelo de degradag3do CMcKEOWN, 1965D,
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preferiu-se realizar uma secagem rédpida em estufa com circulagio
forgada de ar a temperatura de 9Q0°C, pois testes preliminares n3o

demonstraram influéncia na estrutura deste carotendide.

O 4lcool etilico fol selecionado para obter o extrato-base
de urucum pela facilidade de sua obtencZoc e baixo custo no Brasil,

quando comparado com outros solventes C(LIMA, 19786).

Segundo o CODEX (1984), em alimentos pode ser utilizado um
nimero restrito de solventes. A natureza dos sol ventes utilizados

foi analisada segundo DENDY (1966b) e PRESTON & RICKARD €1980D).

BHALKAR & DUBASH (1983 utilizaram cloroférmio como
solvente para extrair os pigmentos totais das sementes de urucum.
O rendimento foi elevado embora tenha sido calculado em relag¢io
aos pigmentos totais, come também trabalharam McKEOWN 2 MARK
C1962>. De acordo com autores como INGRAM & FRANCIS C19689) e
PRESTON & RICKARD (1980), ¢ importante a avalia¢Xo do rendimento
de extrag3o em relag3o a bixina e nXo aos pigmentos totais, uma
vez que o poder tintorial do urucum ¢ baseado no teor do principio
ativo corante, que é a bixina. Além disso, o cloroférmic nZo esti
incluido na listagem de solventes que podem ser utilizados na
indastria de alimentos CCODEX, 1984D.

Os resultados da obteng3o do extrato—-base de urucum em fun-—

¢3o do tempo de secagem (item 3.2.3.3), s30o mostrados na Tabela 9.

Tabela 9- Obteng3o de extrato-base de urucum em fungfo do tempo

de secagem.

Amostra Temperatura Tempo de Teor de bixina
Ne de secagem C°CD secagem Cmind apresentado %
1 Q0 3 37,8
2 a0 8 24,5
3 a0 S ] 24,4
4 Q0 12 24,4
S Qo 15 24,1
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O comportamento das extrag®es utilizando diferente tempo de
secagem, indica que a partir de 6 minutos o teor de bixina teve
uma queda brusca. Como © material corante antes da secagem
encontra-se com umidade muito elevada, faz-se necessario aplicar
uma leve secagem as amostras, que posteriormente serXo colocadas
numa capela para completar a secagem a temperatura ambiente. Por
isto, secagem do extrato-base de urucum a 90°C por tempo maior que

2 minutos, apresentou efeito destrutivo na bixina, degradando-a.

A Tabela 10 mostra o teor de bixina e a umidade presentes
no extrato-base de urucum. Pode-se observar que existe uma ampla
diferenga entre os teores de bixina determinados nos
extratos-base, os quais foram de 34,4 e 60,5%, com umidade de 8,2

e 7,6 %, respectivamente.

Tabela 10—~ Teor de bixina e umidade no extrato-base de urucum.

Amostra BixinaC?®s Umi dadeC %D
E1 34,4 8,2
E2 60,5 7.6

El = amostra 1; E2 = amostra 2.

De acordo com INGRAM & FFRANCIS C1969), o transporte das
sementes para comercializagio deveria ser o mais rapido possivel
porque o conteudo do corante ¢ destruido pela exposi¢fo A luz e o
prolongado armazenamento. Afirmam também que, estoques antigos ou
armazenados por longe tempo s%o menos valiosos que sementes

frescas.

Os resultados anteriores podem ser confirmados aoc analisar
a Tabela 11, que faz uma comparagio do conteddo de bixina presente

nas sementes com o teor de bixina que apresentou o extrato-base,
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onde se observou que a amostra 2 com 2,35% de biwina nas sementes
e 65,47 % de bixina no extrato-base foi a que mostrou a melhor ex-—

tragio, obtendo-se um aumento na pureza de 27,86 vezes.

Tabela 11—~ Relag¢io entre o teor de bixina presente nas sementes e
no extrato-base de urucum, o rendimento apresentado e o

incremento na pureza da extrag¥o.

Amostra Bixina nas Bixina no extra- Rendimento Incremento
sementes( %) to—base secolD extragio C%)* na pureza, .
1 1,9 37,5 5,2 20,0
2 2,4 65,5 4,3 27,9
Rendimento da extragfo = (peso extr-base seco ~ peso sementes) x 100
€3¢
Incremento na pureza = % bixina extr-base seco . % bixina sementes

Pelo grande numero de duplas ligag@es na molécula, os
carotendides sZo bastante suceptiveis a isomerizagio e oxidag3o,
sofrendo perdas durante o processamento e na estocagem. Mesmo em
tratamentos térmicos brandos, pode ocorrer isomerizag¢ic dos

carotendides, resultando na perda de cor C(RODRIGUEZ-AMAYA, 1989).

Quando se observa o processo desenvol vido, comparando com a
literatura CMcKEOWN, 1962; McKEOWN, 1063; McKEOWN, 1065), onde se
confirma a formagio de um pigmento amarelo de degradac¢fo pela
utilizagdo de elevada temperatura no processamento, poderia-se
sSupdr que ao n¥o ser utilizado calor na extragdio do pigmento, a
bixina presente nas sementes nZ¥o teria sua estrutura destruida ou

modificada.

Pode-se verificar que o aumento da quantidade de bixina do
extrato diminuiu o rendimente da extrac¥o (de 5,2 para 4,3 %,
respectivamented. A camada externa das sementes contém majorita-
riamente celulose e taninos, além de pequenas quantidades de

resina e dleos essenciais.
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4.2.2 - IDENTIFICAGAO DA BIXINA NO EXTRATO-BASE DE URUCUM

Ao cromatografar em placas de silica gel as solucBes de

extrato-base de urucum CO0,01g-/mLD
bixina,

contendo 37,8 e 65,83 % de

para as amostras El1 e E2 respectivamente, estas apresen-—

taram 3 manchas diferentes, conforme mostrado na Figura 4.
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Figura 4- Cromatografia de camada delgada apresentada pelos ex-

tratos—-base de urucum.

Rf da amostra Ei1: A C0,77>; B C0,82); C C0,09%
Rf da amostra E2: A C0,75>; B C0,78); C CO,05)

Nos dois casos, as manchas R e C tiveram coloracfe amarelo-

palida e a A teve coloragfio amarelo-alaranjada. Segundo DENDY

(1966ad, o Rf da bixina ¢ de 0,7 e apresenta-se com uma coloracgio

mais intensa. Isto posteriormente foi confirmado observande o

comportamento de uma outra amostra com alta pureza, considerada
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como amostra padr3o. Os Rf obtideoes nas amostras, independentes da
concentragd3o de bixina, indicam que a mancha A corresponde A

bixina e as outras duas manchas devem corresponder A norbixina e

ac pigmento amarelo de degrada¢Xe. Os resultados também concordam
com o© publicado por TAKAHASHI (1987), que diz que um extrato
lipossoluvel de urucum preoduz 3 a 4 manchas vermelhas ou amarelas.
Depois de analisa-las, fol aplicada solugio de iodo ao 0,5% em
clorofdrmio como revelador, mas nZXo houve revelacZo de outras
manchas. PRESTON & RICKARD (1980> afirmam que a cromatografia em
camada delgada ¢ usada para isolar e identificar rapidamente os

principais componentes nas prepara¢des comerciais de urucum.

A Figura S mostra o espectro de absorg¢io apresentado pelos
extratos—-base de urucum obtidos, sendo similar ao encontrade na
bibliografia. Utilizando cloroférmio como solvente, os extratos
apresentaram 2 picos maximos de absor¢Zo a 469-470 e 501 -503 nm.
Isto foi confirmado, observando a curva 2, que a 470 nm deu 0,77
de absorbancia ou 65,5% de bixina, em compara¢io com a curva 1,

com 0,43 de absorbincia ou 37,5% de bixina.

4.3 - PURIFICAGAO DA BIXINA

Pesquisadores como DAVIES C197&), afirmam que como os
carotendides tem uma ampla distribui¢io natural e se apresentam em
di ferentes variedades e tipos, nenhum método de purificag¢io pode
ser dito como universalmente aplicavel e adotado como uma técnica

padr3o.

4.3.1 - EFEITO DO SOLVENTE

Os resul tados obtidos, depois de fazer os testes
preliminares, para obser var o compor tamento de diferentes
solventes com o extrato-base de urucum, obtido no item 4.2.1, com

37,5% de bixina, sXo mostrados na Tabela 12.
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Figura 5- Espectro de absor¢Xo apresentado pelo extrato-base de
urucum.

Concentra¢io de bixina: 0,4 mg-100mL
1 = amostra E1
2 = amostra E2

Tabela 12— Purificag¢3o de bixina utilizando diferentes solventes.

Solvente Bixina extraida (%
Acetona 32,3
Metil —-etil -cetona 28,0
Acetato de etila 23,5
Isopropanocl 16,0
Eter etilico 14,2
Metanol 13,2
Eter de petrdleo O, 0
Hexano 0,4
Iso—-octano 0,3

Para poder iniciar o trabalho, foi importante definir com

quais solventes se conseguiria trabalhar em condi¢Bes de n3o
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degradar o carotendide bixina, isto €, trabalhando a 39°C sem
necessidade de aumentar a temperatura para extrair o pigmento e
eliminando, a seguir, o solvente. Depois de realizar os testes
preliminares, foram descartados os seguintes solventes, que nZXo
conseguiram <se ajustar As condi¢@es especificas nas quais o
trabalho foi realizado: Agua, Alcool butf{lico, etileno glicol,
propileno glicol e tricloroetileno. O solvente nioc foi evaporado
com éxito, em todos os casos anteriores, utilizande evapor ador
rotatério a vacuo. Isso porque as temperaturas de ebuli¢io dos

mesmos s¥o muito elevadas, como J& foi mostrado na Tabela 2.

O solvente que teve melhor comportamento, dentro das
condi¢®es especificadas, foi a acetona (32,3% seguido pela
metil ~etil -cetona (28,0%) e o acetato de etila (23,8%). Os outros
solventes considerados tiveram menor eficiéncia ainda. Pelo
observado, nenhum dos solventes utilizados conseguiu purificar o

extrato inicial.

O indice de polaridade CPD pode ser definido como a
medida da habilidade do solvente para interagir com vArios solutos
CSNYDER, 1Q74D. Pode-se observar, assim, que o solvente com
desempenho para dissolver a bixina, foi a acetona (P=5,4>, em
comparagio com a metil-etil-cetona C(P=4,5) e o acetato de etila
(P=4,3>. O isopropanol, embora com um valor similar a este Ultimo,
por ter uma temperatura de ebuli¢io maior C77,1C vs. 82,3C),
teve menor eficiéncia. Em geral, nZo foram obtidos resul tados
positivos utilizando somente um solvente para purificar 8

extrato-base de urucum.

A seguir foram feitas diferentes misturas de
solventes, visando obter a purificagiXo dos extratos-base utilizados

como matéria-prima. Os resultados s¥o mostrados na Tabela 13.
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Tabela 13- Purificac¥o de bixina utilizando misturas de sol ventes.

Mistura de solventes Bixina extraida ¢%
Acetona—hexano 20,6
Acetona-metil ~etil -cetona 21,7
Acetona-tricloroetileno 55,6
Acetona-isopropanol 76,4

Das misturas testadas, a que mostrou os mel hor es

resultados, foi a mistura acetona-isopropanol (76,4% de bixinad.
Ao trabalhar sé& com acetona obteve-se 32, 3%. A mistura com

isopropancl aumentou em 1,77 vezes a eficiéncia da purificagi¥o.

Un resultado também considerado satisfatdério, foi o obtido
pela mistura acetona-tricloroetilenc (55,6% de bixinad. A mistura
com tricloroetileno aumentou em 1,48 vezes a eficiéncia da
purificagfo. As outras misturas consideradas n%¥o apresentaram bom

rendimento de purifica¢3o.

As misturas de solventes Citem 3.3.1.3) que melhor
comportamento apresentaram foram sel ecionadas para testar

diferentes propor¢®es entre elas. Os resultados s3Io mostrados na
Tabela 14.

Tabela 14~ Purifica¢3o de bixina utilizando mistura selecionadas de

solventes.

Mistura de Proporg¢3o Bixina extraida
sol ventes testada (78]

3:1 15,4
Acetona-—isopropanol 1:1 76,4

1:2 2%

3:1 16,3
Acetona-triclorecetileno 1:1 55,6

1:3 3

O solvente n¥o evaporou nas condi¢®es do teste.

As misturas que conseguiram purificar uma quantidade
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maior de bixina nas condi¢®es do trabalho, foram acetona-isopropa-—
nol 1:1 (76,42 e acetona-triclorocetileno 1:1 (55,6%). Quande a
propor¢do da acetona aumentou para 3:1, foi observado que o teor
de bixina caiu sensivelmente para 15,4 e 16,3% . Ao diminuir a
proporg¢io de acetona para 1:3 n3¥o foram obtidos bons resul tados,
isso porque o solvente n3o conseguiu evaporar totalmente a

temperatura de trabalheo utilizada.

Ao observar as temperaturas de ebuli¢io do isopropanol e
do triclorcetilenc (82,3°C e 86,7°C respectivamente), em compara-
830 com a da acetona (56,1°C), poderemos concluir gque com a
proporg¢io 1:3, aumentou demais a temperatura de ebuli¢io da
mistura, o que impediu terminar a evaporag¢Xo para depois medir o

teor de bixina presente no extrato purificado.

4. 3.2 — CRISTALIZAGZRO

4.3.2.1 - EFEITO DOS SOLVENTES

Com os resultados obtidos nos testes preliminares para
observar o comportamento de diferentes solventes e misturas de
solventes com o extrato de urucum, pdde-se definir uma metodologia
para tentar a purificagio por cristalizag¢3zo, a frio, do
extrato-base de urucum. As misturas de solventes utilizadas (na
proporgdo de 1:1) e a quantidade de bixina purificada s3o

mostradas na Tabela 15.

Tabela 15— Cristalizagio de bixina utilizando misturas de

solventes.

Misturas de solventes Bixina extraida (2%
Acetona-tricloroetileno 68,7
Acetona-isopropanol 66,1
Metanol ~acetato de etila 55,8
Acetona—-metanol 34,1
Acetona-metil —etil —cetona 29,2
Acetona—hexano 10,9




Um dos métodos mais utilizados para purificar substAncias
€ baixar a temperatura até um ponto em que o soluto se cristaliza
2 precipita purificado. Para observar o resultado desta operagio,
as misturas de solventes com o pigmento arrastado, por limitag¢Ses
operacionais, foram submetides A temperatura de -15¢C utilizando
um banho refrigerado, embora a bibliografia sugerisse utilizar
-20°C. Como os carotendides se apresentam nos tecidos das plantas
em concentrag¢gd®es relativamente baixas, nIo €& sempre que as
experiéncias conseguem ser realizadas em escala suficientemente
ampla para conseguir o isolamento dos pigmentos na forma
cristalina. DAVIES (1978) recomenda que a temperatura de -20°C
seja utilizada para acelerar o processo, mas que deve ser evitada
quando possivel a cristalizag¢Zo rapida, que leva a formagdo de

cristais de formas imperfeitas.

A mistura acetona-tricloroetileno (68,7% de bixina)d) foi
a que apresentou melhor eficiéncia, Junto com a mistura
acetona-isopropancl (66,1%). Ao fazer a compara¢3o entre estas
duas misturas pode-se observar que, comparativamente com os testes
realizados no item 4.3.1, a eficiéncia mostrada incrementou-se ao
se aumentar a temperatura de purificacZo dos extratos até 3I9eC e
diminuir a temperatura do liquido filtrado e concentrado, para
provocar a precipitagfo da bixina. Também pode-se dizer que, a
mistura acetona-tricloroetileno, com a diminuic¢Xo da temperatura,
separa-se em duas fases, sendo uma delas bem mais escura que a
outra. JA4 no casco da mistura acetona-isopropanol, a formag3o de
cristais vermelho escuro ¢ evidente, o que indicou que houve
separagio da bixina. Outras misturas de solventes que apresentaram
resultados de purificag¢fo interessantes foram metanol —acetato de

etila (95,8%) e acetona-metanol (34, 0%).

Depois de definir quais as misturas que apresentavam um
melhor comportamento, dentro das condig@es de trabalho, elas foram
testadas em diferentes proporg¢g@es. Os resultados s¥o mostrados na

Tabela 16.
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Tabel a 16- Cristaliza¢%c de bixina utilizando diferentes

proporg@es de misturas de solventes.

Misturas de solventes Propor¢io utilizada Bixina extraidacCd
Acetona-tricloroetileno 21 34,8
Acetona-tricloroetileno 1:1 69,9
Acetona-tricloroetileno 1:2 37,4
Metanol ~acetato de etila 3:1 6,1
Metanol —acetato de etila 1:1 54,5
Metanol —acetato de etila 1:3 11,9
Acetona-isopropanol 3:1 28,4
Acetona-isopropancl 1:1 67,3
Acetona-isopropanol 1:3 20,3
Metanol —acetona 3:1 12,1
Metanol ~acetona 1:1 33,7
Metanol —acetona 1:3 41,6

Confirmando os testes realizados, a melhor eficiéncia foi
apresentada pela mistura acetona-triclorocetileno 1:1 (69,9% de

bixinad seguida por acetona-isopropanol 1:1 (67,3% de bixinad.

4.3.2.2. RENDIMENTO DA PURIFICAGAO POR CRISTALIZAGRO

Foi feita uma comparagXo entre o teor de bixina
purificada, o de bixina presente no residuoc das purifica¢Ses e o
rendimento apresentado para cada purificagio C(item 3.3.2.3). Os

resultados s¥o mostrados na Tabela 17.

Tabela 17- Rendimento da purificac¢fo por cristalizagZXo.

Mistura Proporg¢io % bixina “% bixina rendimento
sol vente utilizada purificada residuo purifica¢Xol%>
Acetona-tricloroetileno 1:1 59,9 3,1 21,2
Acetona—isopropanol 1:1 67,3 8,3 16,4
Metanol —acetato de etila 1:1 54,8 15,8 11,7
Acetona-metanol 1:3 41,6 16,1 13,0
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A mistura de solventes que apresentou os melhores
resultados fol a de acetona-triclorocetileno C1:13. O residuo dessa
purificagio fol o que continha menor teor de bixina (3,1%) e o
rendimento foi o© mais elevado (21,22 dentre todos os testados.
Uma mistura de menor eficiéncia, foi acetona-isopropanol C1:1)
com um residuo da purificagZo com 8,3% de bixina e o rendimento

total da purificacio de 16,4%.

4. 3.3 - PRECIPITAGAO

4.3.3.1 - A PARTIR DO EXTRATO-BASE DE URUCUM
4.3.3.1.1 - EFEITO DO SOLVENTE

Para escolher o solvente adequado precisava-se testar o
comportamento das diferentes misturas escolhidas em presenga de
Agua, para tornar a mistura mals polar, considerando a porcentagem

de bixina purificada e o rendimento bruto da purificagio. Os

resultados sXo mostrades na Tabela 18.

Tabela 18- Purifica¢io de bixina com misturas de solventes.

Misturas Amostra Bixina no Rendimento
extr.purif. (%) da purific.(2D

Etanol -Agua C1:1D E=2 82,6 7,1
Acetona-isopropanocl = ] -
+ Agua C1:1+2D E1 56,6 13,4
Acetona—-isopropanol . . -
+ Agua C1:1+2D Ez 81,2 19,0
Tanto a mistura etanol-tricloroetileno-agua, como a

acetona-tricloroetileno—adgua apresentaram separagio dos solventes
em duas fases com a redugi¥o do pH = n3o precipitou o sdélido
corante. Etanol —acetato de etila-Agua apresentou-se muito instavel
e, em conseqilencia, nIo se consiguiu estabilizar o pH da solugZo.

JA nas misturas etancol-aAgua C(na amostra E1) e acetona- acetato de
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etila-adgua (nas amostras El1 e E2), a purifica¢io foi ruim se
considerarmes o© rendimento inexpressivo. Estas misturas foram

descartadas porque n¥o se consiguiu purificar a bixina.

As misturas que melhor se comportaram na purifica¢io da
bixina foram etanol-Agua e acetona-isopropanocl ~Agua. Elas apre-
sentaram uma polaridade mais eficiente na extra¢®o da bixina. O
Alcool etilico fol selecionade pela facilidade de sua obten¢io e
baixo custo no Brasil, comparado com outros solventes. A mistura
acetona-isopropanol foi escolhida apds testes com diferentes
solventes, por causa do potencial de extracXZo do corante das
sementes de urucum. Os trés solventes estZo incluidos na lista das
substlncias quimicas gque podem ser utilizadas em alimentos CCODEX,
19845>. Finalmente, foi decidido trabalhar com a mistura
acetona-isopropanol -Agua (concordando com SPIRO, 1990), porque o
rendimento da extragfio sempre foi mais elevado que o mostrado pela
mistura etanol-4gua, seja trabalhando com a amostra 1 ou com a

amostra 2 de extrato-base de urucum.

Para poder definir qual a mel hor propor¢3o de
acetona-isopropanol e extrato-base de urucum, foram testadas
diferentes rela¢@es, mas s¢é consiguiu-se boa precipita¢g®o ao
considerar 100:1. Ao observar que as amostras nas quals se usou
uma propor¢io menor nic precipitavam, concluliu-se que a quantidade
de solvente era insuficiente. Nas primeiras experiéncias foi
efetuada uma concentra¢3o prévia da amostra, em evaporador
rotatério a vacuo, para diminuir © volume final do solvente apéds a
mistura, mas a concentragd3o da amostra demonstrou nXo ter

influéncia na precipitagfo e essa técnica foi abandonada.

A variag¥o principal nas trés purificac®des desen-
volvidas fol a temperatura de extrag¢Zo utilizando-se 30, 35, 40,
50 e 65°C para as experiéncias, comparando-a com a temperatura
ambiente. Os resultados podem ser observados na Tabela 19 e os

espectros de absorgio obtidos siEo mostrados na Figura 6.
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Tabela 19- Variag¢®es na temperatura de purificag3o utilizada em

relagdo com a quantidade de bixina e o rendimento final

(média de resultados cobtidos em triplicata).

3 £ 3¢3¢

Temperatura Bixina Rendimento Rendimento * Incref

purificagfo purificada bruto da puri- real da puri- mento na

C=CO (78] ficagio 2% ficaglio (%O pureza

ambiente 66, 3 2,9 4,4 1,0
30 82,2 6,5 9,9 1,3
35 84,7 17,9 26,6 1,98
40 91,1 16,0 24,5 1,4
50 86,1 12,7 19,4 1,3
B85 82,6 65,8 6,8 1,3
Bixina no extrato-base de urucum = B85,5%

o3 Rendimento bruto = (peso extr.purificado-peso real bixinad x 100

%% Rendimento real = (pesco extr.purificado-peso real bixinad x 100
Peso real bixina = peso extr-base x % bixina extr-base

#x Incremento na pureza = % bixina extr.purificado-% bixina extr-base
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Figura 6- Espectros de absorg¢3o apresentados pelos extratos puri-

ficados de bixina a diferentes temperaturas de purifica-

¢3o C°CO: ACambiented, BC30>, CC35>, DC40d, ECSOd e F(65)
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Pode-se observar na Tabela 19, que a melhor temperatura
para fazer a purificagdo, nas condig¢gSes de trabalho, foli 35
porque obteve-se wuma quantidade elevada de bixina purificada
(94,72 com um rendimento bruto de purificag¢io de 17,5%, um pouco
maior que o rendimento obtido na purificagio feita a 40°C, de

16,0% e 81,1% de bixina no final.

Analisando as diferentes concentrag®des de bixina,
obtidas na purificagio da bixina dos extratos—-base de urucum, em
fung3io da temperatura de purificagfo, pode-se observar que, quando
a temperatura de purificagio foi aumentando de 35 para 40, 50 e 65

°C, os dados seguem um padr3o linear, de acordo com a equagio de

regress3io:
C = 107,9097 - 0,0,4080T
coeficiente de regressio Crz) = 00,9578
onde C = concentragdo de bixina (% e T = temperatura C-C)

Foi observado que, quando a temperatura de purificag3io
decresce de 40 para 35°C acontece um aumento na concentra¢io da
bixina. Os dados foram submetidos A anidlise de varilncia e as
temperaturas de 40 e 35°C diferiram significativamente, ao nivel
de 5% de probabilidade, sendo de 2,8385 2% a diferénga minima
significativa (d.m. s.> do teste de Tukey, o que indicou que a

mel hor temperatura de purificagio € a de 35-°C.

Temperaturas abaixo de 235°C foram consideradas insufi-
cientes para conseguir uma purificag¢io adequada, porque n3io se
consegue extrair o pigmento junto com a mistura solvente. Isto
pode—-se comprovar melhor ao observar o teor de bixina presente na

purificacio a temperatura ambiente (66,3%) e rendimento bruto de

2,9%.

Temperaturas de purificag¢i3o acima de 40°C tendem a

formar um pigmento amarelo de degrada¢io indesejivel no produto



final C(McKEOWN, 1963; McKEOWN, 1985). A S0°C a purifica¢Xo obtida
foi de 86,1% e o rendimento de 12,7% e a B65°C chegou-se a 82,6% e
© rendimento bruto de apenas 6,8%. Baseado nestes resultados, a
temperatura adequada para fazer as purificagSes n3Zo deve
ultrapassar 40°C, pelo risco de degrada¢io térmica do extrato-base
como afirma a bibliografia consultada CDAVIES, 1976; CHAO et alii,
19915,

Foram feitas mais duas purificag@es sucessivas a partir
do resfduc do extrato-base de urucum descartado da primeira
purifica¢X®o, para observar se Justificava a recupera¢®o da bixina.
Os resultados obtidos s3o apresentados na Tabela 20 e calcul ados

conforme o item 3.3.3.1.4.

Tabela 20— Purificag®es sucessivas do extrato-base de urucum.

Temperatura de Numero da Bixina no Rendiment.o
purificagZol «CD purificag¢io extr.purific.(% purificacXoC%
35 la. Q4,7 17,5
35 2a. 76, 4 4,3
35 3a. 53,8 0,9

Para fazer este teste foi utilizada a temperatura de 35-C
em trés purifica¢@es sucessivas. Pode-se observar que de um rendi-
mento total de purificacfo de 22,7% Csomando os rendimentos brutos
das trés purificag¢®esd, 17,8% correspondeu a primeira purificac3o
com 94,7% de bixina, enquanto que a terceira e Ultima purificacZo
teve um rendimento bruto de 0,9% e 53,8% de bixina. Embora o custo
para fazer purifica¢@es sucessivas seja mais elevado, fica como

opcdo para poder aumentar © rendimento total da purificagfo.

4.3.3.1.2 - MUDANGA DO pH

Para definir o momento em que deveria ser realizada a
mistura do solvente pigmentadoe com a Agua fria Cconforme o item

3.3.3.1.5, no Método A a mistura foi feita antes da redugio do pH
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e no Métode B, a ordem fol invertida, colocando a dgua depois da
redugio do pH, obtendo-se um comportamento similar ao primeiro
método, ou seja, conseguindo-se em ambas experiéncias a precipita-

¢do da bixina em pH 3,5.

Nos métodos A e B, o pH inicial foi de 4,5 e 5,8 res-—
pectivamente. Para poder atingir o pPH de precipita¢fo, precisou-
se reduzir o pH até 3,5 com HCl 1,0 N.

As varia¢Bes na solubilidade de compostos quimicos pela
mudanga do pH s3o importantes, especialmente na purifica¢fo de
substancias, pois ocorrem mudangas do estado de equilibrio, quando
entdo o sélido pode ser separado da solugio CVOGEL, 1951; PIMENTEL
% SPRATLEY, 1974D>.

Para realizar a referida precipitag¢fo, foi utilizado um
funil de separa¢3o, que facilitou a diferenciag¢ioc das fases
liquida superior e sélida inferior com o corante separado por
gravidade. Posteriormente, ao considerar que o calor poderia
afetar negativamente a obten¢Zo da bixina e gerar um piligmento
amarelo de degrada¢io (McKEOWN, 1983), preferiu-se realizar a

secagem A temperatura ambiente.

4.3.3.1.3 - RENDIMENTO DA PURIFICAGCXO

Ao se comparar os rendimentos obtidos, observando a
Tabela 19, pode-se afirmar que temperaturas inferiores a 35C
foram consideradas insuficientes e superiores a 40°(, excessivas.
Daf, admitiu-se que a temperatura de 35°C & a mais adequada para
realizar a purifica¢Zo dos extratos de urucum, pois o rendimento
final ¢ muito superior Aaqueles obtides nas duas experiéncias
anteriores, ou seja, 94,7% de bixina e rendimento real de 26,6%, a
partir do extrato de urucum. Entretanto a temperatura de 40°C foi
considerada dentro dos limites de trabalho ao apresentar 91,1% de

bixina e rendimento real de 24,5% no produto final.



A Tabela 19 mostra também o incremento obtido na pureza
a diferentes temperaturas de purifica¢fo.O extrato purificadeo a
35°C apresentou o maior incremento na pureza (1,5 vezes), seguido
da temperatura de purificagldo de 40°C e incremento na pureza de

1,4 vezes.

Os diferentes resultados obtidos no 1tem 4.3.3.1,
confirmam a temperatura de 35°¢C foi a mais adequada para purificar

© extrato de urucum nas condi¢8es do presente trabalho.

4.3.3.2 - A PARTIR DE SEMENTES DE URUCUM

Foram desenvolvidos dois tipos de extragic de bixina das
sementes de urucum: alcalino e Acide. O método alcalino foi uma
modificagio da Patente 60,184,566 do JAPXO (1984), de Tadamasa %
Yasuda, enquanto o método Acido associou os processos de obteng3o

do extrato de urucum e de purifica¢3o por precipitagZo.

4.3.3.2.1 - TIPO DE SOLVENTE

Os solventes utilizados no método alcalino foram Agua e
Alcool etilico (1:4D, adicionando-se solugio de hidréxide de sédio
a 0,3% Originalmente, a Patente 60,184,566 do JAPAO (1984D
recomendava utilizar NaOH 0O,6%, mas testes de laboratério
demonstraram que o pH inicial a ser atingido para posteriormente

conseguir precipitar a bixina, deve ser inferior a 11.

J4 no caso do métode Acide, foram utilizados os
solventes acetona e isopropanocl em proporgdecs iguais. Segunde o
CODEX (19840, estes solventes podem ser utilizados no processa-

mento de alimentos.

4.3.3.2.2 - TEMPERATURA DE EXTRAGCAO

Em ambos os casos, a extragdo foi executada por duas
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horas a temperatura ambiente com agitac¢Xo, para evitar que
temperaturas maiores de 40¢C formassem wum pigmento amarelo de
degrada¢3o que diminuiria o poder tintorial da bixina CMcKEOWN,
1963>. Por outro lado, a temperatura ambiente 2a extragfo do
corante pode demorar mais para ocorrer a extragdo que em

temperatura elevada C(MURTHI et alii, 1989).

4.3.3.2.3 - EFEITO DO pH NA PURIFICAGCZXO DA BIXINA

A Tabela 21 demonstra o comportamento do pH em relagio
ao teor de bixina nos diferentes extratos purificados no método

alcalino Citem 3.3.3.2.1).

Tabela 21- Comportamento do PH vs. quantidade de bixina presente
nos extratos purificados no método alcalino (média de

resul tados obtida por triplicata).

Amostra pH inicial pH final % bixina extr.purif.
A 9,89 7,0 69,5
B 10,74 7,0 73,4
C 11,22 7,0 51,2
D 12,55 7,0 50,8
E 13,49 7,0 40,9

O melhor pH para a purificagfo foi de 10,74 (73,4% de
bixinad, a medida que os valores de pH foram aumentando, houve uma

queda drastica na porcentagem de bixina dos extratos.

Para reduzir o pH, foi usado Acido sulfdrice a 10%
Cv/v). Foram feitos vArios testes preliminares tendo como ponto de
partida o pH numa faixa entre Q e 13 e diferentes concentrac®es de
bixina no extrato final, apés precipitacio do pigmento em pH 7.
Acredita-se que as solugBes pigmentadas alcalinas obtidas com pH
acima de 11, transformam a bixina em norbixateo, que com a
posterior neutralizacXo do PH origina norbixina CINGRAM & FRANCIS,
1969; CARVALHO & HEIN, 1989). O urucum & hidrossoliavel s& em pH
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Superior a 8, pois abaixo deste ocorre precipitagio de norbixina
CAUSLANDER et alii, 1977). Tem sido mencionado na literatura que
essa forma de pigmentoe & 1til para se usar como corante
alimenticio como uma forma esterificada de bixina, desde que seja

neutra e n3io Acida CDENDY, 1966a).

Pode-se entZo sugerir, que nas amostras A e B (69,5 e
73,4% de bixinad, com valores de pH menores que 11, sem sofrer
aquecimento, n¥o houve formag3¥o de norbixina, mas somente bixina.
EntZo, a partir de valores Superiores a esse pH Camostras C, D e
E>, ocorreria a saponificagio do grupo éster, formando norbixina
dentro de uma rea¢X®o considerada irreversivel. Isto coincide com

as pesquisas de ENGELHARDT et alii €1988).

No método Acido, para provoecar a mudanga do pH
empregou-se o método testade no item 4.3.3.1.2. Foi medido o pH
inicial (4,5 ou 5,5 dependendo do método) e abaixou-se até 3,5 com
solugdo de HCl 1 N, pH necessario para precipitar o pigmento. As
operagles posteriores atée a obtengio do extrato purificado foram
desenvol vidas conforme o item 4.3.3.1. O teor obtido em bixina, de

acordo com o pH, é mostradoe na Tabela 22.

Tabela 22- Efeito do PH no teor de bixina obtide nos extratos
purificados no método Acido Cmédia dos resultados

obtida por triplicatad.

Método pH inicial pH final % bixina extr.pur.Cx)
A 4,5 3,5 68,7
B 5,5 3,5 69, 3

Pode-se observar que o teor de bixina obtido nos
extratos finais, dependende do métode utilizado para conseguir a
precipitagioco do corante, nZo apresentou diferenga significativa

(67,8 e B89,3% de blxina para os métodes A e B, respectivamente).
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4.3.3.2.4 - RENDIMENTO DA PURIFICAGZKO

A Tabela 23 relaciona o© teor de bixina presente no
extrato purificado Citem 4.3.3.2) com o© rendimento obtido nos
métodos alcalino e Acido a partir de sementes. Pode-se observar
que a porcentagem de bixina obtido no método alcalino (73,4%) foi
maior do que no método Acido (69,3%). De acordo com o rendimento
real obtido (77,5 vs. 62,8%, pode-se afirmar que o método

alcalino ¢ mais efetivo do o Acido.

Tabela 23- Relagi%o entre quantidade de bixina, rendimentc obtido e

incrementc na pureza dos métodos alcalino e Acido.

Método Bixina no Rendimento Rendimento Incremento
extr.purif. (2 brutoCD € realCXD ex na pureza €€

Alcalino 73,4 1,8 77,6 31,2

Acido 69,3 1.2 52,8 29,8

* Rendimento bruto = (peso extr.purificado-speso sementes) x 100

% Rendimento real = (peso extr.purificado-speso real bixinad x 100

peso real bixina = (peso sementes) x (% bixina sementes)
%% Incremento na pureza = % bixina extr.purificado-% bixina sementes
Nos dois métodos, foi utilizada a mesma amostra
comercial de sementes de urucum contendo 2,4% de bixina. O

extrato cuja pureza aumentou mais apds processamento foli o obtido
no método alcalino (31,2 vezes), o do método Adcido aumentou 29,5
vezes. Embor a a diferenga entre ambos extratos nZo seja
significativa, os rendimentos apresentados na Tabhela 37, confirmam
que o método alcalino fol mais adequado para se obter bixina com

elevado grau de pureza, a partir de sementes comerciais.
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4.4 - CARACTERIZAGXO DOS EXTRATOS PURIFICADOS DE BIXINA.

Para caracterizar os extratos purificados obtidos por
diferentes processos, eles foram agrupados segundo a metodologia

utilizada: &cida ou alcalina.

4.4.1 - EXTRATOS OBTIDOS POR METODO ACIDO

Para fazer comparag®es entre os resul tados dos diferentes
extratos purificados de bixina, obtidos por método 4Acido Citem
2.3.3), utilizou-se cromatografia em camada delgada C(CCDD para
identificar e verificar a presenga da bixina e para verificar e

confirmar a pureza da bixina presente nos mesmos.

Foram comparados os cromatogramas de trés amostras:
extrato purificado a 35°C (E3%), utilizado como amostra padr3o,
extrato purificade a 40°C (E40) e extrato purificado obtido a

partir de sementes CES). Os resultados s¥o mostrados na Figura 7.

Os diferentes extratos apresentaram duas faixas de cor
amarela, com caracteristicas similares, conforme TIRIMANNA c1981)>,
embora a failxa amarela mais escura, correspondente ao Rfl, mostrou
um Rf cada vez maior, com valores de 0,75 correspondentes ao
extrato purificado obtido a 35°C CE3%), ate 0,82 para o extrato
purificado, obtido diretamente a partir de sementes CES). Para
DENDY (1966ad, o valor deste Rf deve ser aproximadamente 0,7 em
amostras de bixina pura, quando utilizada como fase mével
cloroférmio-acetona-acido acético (50:50:1D, concordando com o
afirmado por RAMAMURTHY & BHALERAO (1964) e FRANCIS C196%>. Em
geral, estes resultados nZ¥c apresentaram uma diferenga real entre

as amostras.

Os espectros de absor¢io dos diferentes extratos s3o

nmostratos na Figura 8 e se ajustam A curva tedrica da bixina, com



dois picos em 470 e 503 nm,

conforme a bibliografia (McKEOWN,

1962).
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Figura 7- Cromatograma em camada delgada C(CCD)> dos extratos
purificados obtidos por método Acido.
E35 = extrato obtido a 35<¢C
E40 = extrato obtido a 40-°C
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Figura 8- Espectros de absorgio apresentados

prelos extratos
purificados obtidos por metodologia acida.

E35 = extrato obtido a 35-°C
E40 = extrato obtido a 40°C
ES =

extrato obtido direto de sementes
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Para confirmar a presenga e quantificar a bixina, foi
utilizada a cromatografia liquida de alta eficiéncia C(CLAED,

comparando—a com uma amostra padr3o. Os cromatogramas podem ser

observados na Figura 9 e confirmam claramente a presenga de
bixina com o tempo de retengio de 8,26 minutos. Utilizando o
detector de arranjo de diocodos, foi possivel obter além dos

cromatogramas, os espectros de absorgdo nos picos maximos.

Para tentar determinar se a bixina estava na configurag¢3o
cils ou trans, aplicou-se gotas de solugio de iodo em cloroférmio a
amostra e fez-se a leitura espectrofotometricamente cinco minutos
depois, foi possivel obser var que houve um deslocamento
hipsocrédmico, indicando que a bixina originariamente estava na
configuragdo cis. JA WOOD et alii (19910 explicam que na extrag¢io
e purificagido do corante, virios produtos de rearranjo ou de
isomerizag¢3do podem ser formados. Calor moderado pode fazer com que
a cis-bixina Cou alfa-bixinad) seja convertida em seu isdmero trans

Cou beta-bixinad.

TIMErmin9

Figura 8- Cromatograma CCLAE) tridimensional apresentado pelo
extrato purificado obtido por método Acido, mostrando a

presenga do isdmero cis-bixina (Tr 8,26 minutos).

34



4.4.2 - EXTRATOS OBTIDOS POR METODO ALCALINO

Os cromatogramas dos extratos purificados de urucum em
camada delgada e o sistema seclvente indicado, foram utilizados
para verificar a presenga e pureza da bixina. A Figura 10 mostra
que os extratos A e B apresentaram caracteristicas similares. Ja
os extraltos C, D e E apresentaram uma quantidade maior de faixas.
A faixa amarela mals escura mostrou um Rf cada vez maior, de 0,78
no extrato A até 0,87 no extrato E. Também pode ser observado o
comportamento dos extratos obtidos por método alcalino compar ados
com os valores apresentados pelo extrato purificado a 3%5¢C Citem

4.3.3.1.1>, utilizado padrZIo como referéncia.

A Figura 11 mostra os espectros de absor¢¥o apresentados
pelos extratos purificados de bixina obtidos por método alecalino,
nos quals cada espectro ajustou-se exatamente a curva tedérica para

bixina.

As anilises de cromatografia liquida de alta eficiéncia,
feitas nos extratos purificados, confirmaram a presenca de bixina,
que foi identificada e quantificada por comparagXo com um padrXZo

de bixina. Os cromatogramas podem ser observados na Figura 12.
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Figura 10- Cromatografia em camada delgada (CCD) dos extratos
purificados de bixina, obtidos por métode alcalino.

Extratos obtidos a pH inicial diferente = A (9,89, B
(10,742, C (11,225, D (12,85 e E (13,49).
PA = extrato obtido a 35-C
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Figura 11- Espectros de absorg¢3o dos extratos purificados de

bixina, obtidos por método alcalino.

PE—— 20
Time(nin): 8.28 Wave.(nn): 4
Figura 12- Cromatogramas CCLAED dos extratos purificados de bixina

obtidos por extrag¢io alcalina.

pH de extra¢do: AC9,8Q>, BC(10,74D>, Cdil,22>5, D C12,85
e EC13,49)
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A Figura 13 mostrou que, enquanto hi diminuigdo da
concentrag¢io do componente com o tempo de retengdo de 8,26 minutos
para valores de pH mais altos, had progressivo aumento na
concentragio do componente com o tempo de retengiao (Trd de 9,34
minutos. Segundo WOOD et al. (19910, esses componentes poderiam

ser identificados como cis-bixina e trans—-bixina respectivamente.

Ao mesmo tempo, apareceu um outro componente com o Tr de
4,87 minutos a partir do pH 11,22 e que fol aumentando com a
elevagcino do pH, que poderia ser identificado como norbixina (ver
Figura 14). Segundo INGRAM & FRANCIS (1969), extrag@es realizadas
em pH acima de 11, transformam a bixina em um sal de norbixina,
que por acidificag¢fo produz a norbixina. Para BAUERNFEIND et alii
19715, a bixina ¢ o principal pligmento das preparagdes
lipossollUveis do urucum e a norbixina, o preduto de saponificagdo
da bixina, a principal matéria corante das preparagdes
hidrosseldveis de urucum. Isto ¢ explicado por MOSS & WEEDON
C1976), que afirmam que a conversido de um acido carotendico, em
seu carboxilato correspondente, ocorre pela adigio de Alcali em
uma solugio alcodlica, normalmente acompanhada por uma mudanga na
absor¢fio maxima de luz visivel e que esta mudanga pode ser
reversivel pela adi¢Zo de acido mineral, em excesso. Antes deles,
MAYER (1943) afirmava que a bixina contém um grupo carboxila e
outro metoxila, que tratado com hidréxido de sdédio diluido, vai
tornar primeiro um sal monossédico e depois, mais lentamente, um
sal dissdédico. . Este udltimo, depois de sofrer a adi¢3o de Acido
nio formarid mais bixina e sim norbixina, que n3o contém nenhum

grupo metoxila.

Em geral, diferentes pesquisadores C(MacKEOWN & MARK, 19625 ;
DENDY, 1986B; PRESTON & RICKARD, 1980; WOOD et alii, 1991; G&ODOY,
1993>, afirmaram que a isomerizag¢lo ¢ uma das propriedades
amplamente conhecidas dos carotendides e que os isdmeros s3o
considerados artefatos, formados durante o processamento e as

etapas criticas.
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046 (AU/FS) RT= 9.34nin MAX=

Figura 13- Espectros de absorg¢fo obtidos pelo detector por arranjo
de diodos do extrato purificado B CpH 10,74) mostrando

a presenga dos isédmeros cis-bixina e trans—-bixina.

CTr de 8 @ Q) 1 __respectivamente)

Figura 14— Espectros de absor¢io obtidos pelo detector por arranjo
de diodos do extrato purificado E CpH 13,490 mostrando
a presenga de norbixina e trans-bixina.

CTr de 4,67 e 9,26minutos, respectivamente)d
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4.3 - OBTENGAO DO EXTRATO HIDROMISCIVEL DE BIXINA.

Foli preparado um extrato hidromiscivel de bixina a partir do
extrato purificado obtido por precipitac3o Citem 3.3.3.1)>, utili-
zando secagem por ‘“spray-dryer', baseado em pesquisas desenvol -

vidas por BEATUS et alii (1985) e ZILBERBOIM et alii (1986).

4.5.1 - SOLUBILIDADE DOS EXTRATOS NA EMULSZXO.

Para definir qual a propor¢io mais adequada entre o
extrato purificado utilizado C(E3%) e o emulsificante soluvel em
dgua, foi medida a solubilidade do extrato na emulsZo formada,
determinando-se o teor debixina presente na emuls%oc e a quantidade
de bixina que ainda presente no liquidoe sobrenadante apdés

centrifugagio.

Para fazer o teste, considerando que se desejava obter um
produto final com caracteristicas aquosas, foram utilizados 2
emulsificantes "soldveis em &gua', isto ¢, do tipo emuls3o &leo
4gua, com HLB acima de 14 e que nXo apresentam riscos A satide:

Tween 80 e Cremophor RH40,como mostra a Tabela 24.

Tabela 24—~ Comportamento das emulsSes obtidas utilizando Tween 80

e Cremophor RH-40.

Emulsificante Quantidade de Bixina na Bixina no
utilizado emulsificanteC?) emul s3oC 2 centrifugadol)
Tween 80 1 =0,9 -

3 24,3 et

5] 28,0 0,1

8 30,8 3,1

10 29,9 8,2

Cremophor RH-40 1 34,1 3,5
3 34,2 3,8

o] 20,2 3,1

8 30,1 5,1

10 30,2 5,0
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Os resultados indicam que os dois emulsificantes “soluveis
em agua" apresentam comportamentos diferentes pois, enquanto o
Cremophor RH-40 foi dissolvido nas condigBes do teste, o Tween 80
apresentou dificuldade, demorando muito mais tempo. Acredita-se
que se a temperatura tivese sido aumentada, esses problemas nXo
ocorreriam. Segundo a literatura, a quantidade maxima razoaAvel de
emulsificante que pode-se adicionar A mistura, sem risco de
comprometer o sabor, deveria ser de 8 % Baseado nesses dados,
pode-se dizer que quantidades menores a 8% de Cremophor RH-40
podem ser wutilizadas satisfatoriamente, em comparac¢¥o com o

emulsificante Tween 80 em condi¢Ses similares.

4.5.2 - SECAGEM POR ATOMI ZAGAO.

A mistura dos componentes foi feita em duas etapas:
primeiro, foi preparada uma emulsfo por homogeneizag¢Zo do extrato
purificado com 8% de Cremophor RH-40, com melhor comportamento nos
testes preliminares. Depois, esta emulsfo foi misturada com Agua e

maltodextrina, com ajuda de um emulsificador de alta rotatividade.

Esta mistura fol secada por atomiza¢®o, utilizando um
“"spray-dryer" nas condi¢®es indicadas anteriormente. O material
seco, de cor laranja, fol colocado em frasco de vidro e armazenado
para ser utilizado posteriormente. Segunde BEATUS et alii C198%),
este ¢ um método para proteger o© corante ativo constituinte,
baseado na secagem por atomiza¢io de uma emulsZo estivel, no qual
o corante ¢ dispersado em uma solu¢io aquosa de um polimero
natural apropriade. J4& ZILBERROIM et alii (1986) afirmam que a
microencapsulagio, produzida ao se trabalhar com temperaturas nZo
muito elevadas, & muito utilizada na industria de alimentos pois
converte materiais liquidos na forma sélida ou em péd, mais pratico

para seu uso, estendendo sua vida-de-prateleira.
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4.6 — UTILIZAGAO DOS EXTRATOS EM UMA FORMULAGAO ALIMENTICIA.

Foi preparade um refresco com sabor de tangerina utilizando
uma formulag3io comercial, com extrato purificado de bixina a 3I5¢C
CE3% do item 4.3.3.1.1)e extrato hidromiscivel de bixina obtido
por atomizagdo Citem 4.95D.

Depois de desenvolver uma formulagio adequada para cada caso,
o pH final foi de 2,91 e 3,16 para os extratos purificado e
hidromiscivel, respectivamente. Os dois extratos apresentaram um
tom laranja, mas o refresco preparado com o extrato purificado E35
teve uma aparéncia limpida e transparente, enquanto o refresco
preparado com o extrato hidromisci{vel apresentou-se turvo. Estas
duas amostras foram utilizadas para testar o efeito da luz na

estabilidade da bixina.

4.7 - ESTABILIDADE DA BIXINA.

4.7.1 - EFEITO DA LUZ.

Foi utilizada wuma formulagXo para preparo de refresco
comercial de tangerina, apresentada no item 3.6, onde os dois
tipos de refresco foram colocados em sistema luz-ar, porque
segundo MOSS & WEEDON (19763, a bixina ¢ um dos poucos carote-
ndides que sFo surpreendentemente estaveis ao ar. Isto concorda
com o afirmado por NAJAR et alii C1988), que a perda de bixina &
fortemente afetada pelo aumento de luminosidade da lampada e que,
embora a luz apresente um forte efeito destrutive na cor da
bixina, efeitos combinados de luz e oxigénio s%o similares ao
efeito da luz sem oxigénio. A presenga simples de oxigénio n%o

afeta a perda de bixina mas sim a presenca de |uz.
Os resultados do teste de estabilidade a4 luz do refresco

comercial com sabor de tangerina preparado com extrato

hidromiscivel de bixina seco por atomizagZo Citem 3.58), sXZo
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mostrados na Tabela 25. Os espectros de absor¢X¥o podem ser

observados na Figura 1%5.

Tabela 25- Estabilidade a luz apresentada pelo refresco preparado

com extrato hidromiscivel de bixina.

Dia % bixina Bixina remanes- % bixina Bixina remanes-
Ne no escuro cente no escuro (% na luz cente na luz (%
(0] 00,2434 100,00 00,2434 100, 00O
1 00,2402 o8, 68 0,1528 62,65
2 00,2408 o8, 80 00,1087 44,66
4 00,2391 a8, 23 0, 0901 37,02
7 0, 2380 a98,19 0,0754 30,898

10 0,28377 97,66 00,0735 30,19

15 0, 2352 96,63 00,0612 25,14

21 00,2348 Q6,47 00,0813 21,08

30 00,2339 a6, 09 0, 0435 17.87

Considerando como 100,00% o teor de bixina remanescente no
refresco no tempo zero, apés um dia de exposi¢¥o A luz a perda de
bixina & de quase a terceira parte da bixina do inficio (62,65% de
bixina remanescente), mas depois de 30 dias o teor de bixina
remanescente foi de 17,87% do total. JA4 no caso do refresco
colocado na escuridio, apds 30 dias a quantidade de bixina
remanescente fol de 86,09%. Isto concorda com a literatura
CDAVIES, 1976), que afirma que a exposic¢cio a luz direta do sol ou
luz ultravioleta, induz A fotoisomerizacio cis-trans e leva A

fotodestrui¢io dos carotendides.

Para o© refresco preparado com extrato hidromiscivel, os
dados de perda de bixina, em fung¢3o do tempo, estI¥o de acordo com
uma equagiIo de regressio linear de primeira ordem, que descreve

seu comportamento.

Luz -IlnC = 1,8874 + 00,0458t

r?= 0, 7460
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Escuro -1nC = 1,4261 + 0,0010t
r?= 0,9038

onde C = concentragdo de bixina (%) e t = tempo (dias)

A analise das equagBes mostra que a bixina dentro do re-
fresco com extrato hidromiscivel na luz apresentou uma taxa de
degradag3o de 0,0459% por dia de tratamento. JA a bixina dentro do
refresco com extrato hidromiscivel na escuridfo apresentou uma
taxa de degradag3o de 0,0010% de bixina por dia de tratamento.
Sendo a diferenga minima significativa (d.m.s.) de 0,0215, a acg¥o
da luz sobre a degradag3o da bixina foi significativamente maior
que a agio da escuridio no refresco preparado utilizando extrato

hidromiscivel de bixina.

o /

Absorbancia CU. A.D
O
=
-

O
o
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Figura 15- Espectros de absorg¢g#fo apresentados pelo refresco prepa-

rado utilizando extrato hidromiscivel de bixina no tes-

te de estabilidade a luz.
Em ndmero de dias: A C0Od>, B (1>, C (&>, D C4>, E C7>, F

10> e G (15>,
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Os resultados do teste de estabilidade a 1luz, para o
refresco comercial com sabor tangerina preparade utilizande o
extrato purificado de bixina e obtide a partir de extrato-base de
urucum Citem 3.3.3.1), sZo mostrados na Tabela 26. Os espectros de

absor¢3o obtidos podem ser observados na Figura 16.

Tabela 26- Estabilidade a luz apresentada pelo refresco preparado

utilizando extrato purificado de bixina.

Dia % bixina Bixina remanes- % bixina Bixina remanes-
Ne no escuro cente no escuro (%D na luz cente na luz (%O
O 00,2601 100,00 0, 2601 100, 00
1 0,25882 o9, 65 00,1313 50,48
2 00,2583 Q9, 31 0, 0221 8,49
4 00,2574 o8, 86 00,0194 7,46
7 0, 2566 98, 65 00,0183 7,04

10 0,283 97,46 O,0122 4,69

18 00,2498 96, 04 0, 0087 3,34

21 00,2481 95,77 0, 0067 2,58

30 00,2487 o5, 62 0, 0044 1,69

Considerando como 100% © teor de bixina remanescente no
refresco no tempo zero, apds um dia de exposigio a luz a perda de
bixina & de quase a metade da bhixina do inicio (50,48% de bixina
remanescente no refrescod), mas depois de 30 dias a quantidade de
bixina remanescente foi de 1,9% do teotal. JA no caso do refresco
colocado no escuro, apéds 30 dias a quantidade de bixina

remanescente fol de 995, 62%.
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Figura 16— Espectros de absor¢Zo apresentados pelo refresco pre-—
parado utilizando extrato purificado de bixina no teste
de estabilidade a luz.

Em numero de dias: A COD>, B (1D, C (2>, D C4D> e E C7D.

Para © refresco preparadoe —~om extrato purificado,os dados
de perda de bixina, aoc longoe do tempo, estioc de acordo com uma
equagio de regress3o linear de primeira ordem, que descreve seu

comportamento.

Luz -lnC = 2,7825 + 0,1072t
r’= 0,6559
Escuro -1nC = 1,3539 + 00,0015t
r?= 0,0026
onde C = concentrag¢g3io de bixina (% e t = tempo (diasd

Ao analisar as equa¢g®es lineares pode—-se observar que a

a5



bixina no refresco preparade a partir deo extrato purificado, na
luz apresentou uma taxa de degradac¢io de 0,1072% de bixina por dia
de tratamento. J& a bixina dentro do refresco com extrato
purificado na escuridfo apresentou uma taxa de degrada¢io de
0,0015% de bixina por dia de tratamento. Sendo a diferenga minima
significativa (d.m.s.)> de 00,0233, a a¢%o da luz sobre a degradag¢io
da bixina fol significativamente maior que a ag3do da escurid3o no
refresco preparado utilizando extrate purificade de bixina,

concordando com TEIXEIRA NETO =t alii €1981).

Pode-se cobservar que na luz, a queda de bixina € muito mais
acentuada no refresco preparado com extrato purificado Ctaxa de
degradag3o = 0,1072%-/diad, considerando que a bixina da formul agXZo
utilizada para preparar o extrato  hidromiscivel Ctaxa de
degradag3io = 0,0459% diad torna-se mais estavel, talvez pela
presenga de maltodextrina, polimerc de baixo peso molecular, que
produz uma microencapsul ag3o das particulas de bixina,
capturando-as e protegendo-as C(LABUZA, 1980). Em geral, o refresco
feito a partir de extrato hidromiscivel manteve colorag¢io
alaranjada opaca leve apds 30 dias, enquanto o refresco preparado
com extrato purificado perdeu quase que totalmente a coloragio

amarela brilhante inicial, tornando-se incolor.

Comparande o comportamento dos dois refrescos mantidos no
escuro, eles n3o apresentaram diferengas significativas entre si,
mostrando taxas de degradagio de 0,0010% e 0,0015% por dia, no
extrato hidromiscivel e no purificado de bixina, respectivamente.
Em geral, o oxigénio presente no ar n3o foi significativamente
ativo na degradag3o da bixina, como foi comunicado por MOSS &

WEEDON (1976> e NAJAR et alii C1988).

A Figura 17 mostra a diferenga entre a coloragio
apresentada pelos dois tipos de refresce onde pode-se observar a

queda na concentrag¢io de bixina em ambos os casos.



Figura 17- Diferenga de colorag¥o, produto da degradag¢fo da bixina,
apresentada pelos dois tipos de refresco: utilizando
extrato hidromiscivel C(tubos de ensaio A esquerda) e

extrato purificado de bixina Ctubos de ensaio A direita)d.

As constantes de velocidade das reag®es de degradag¢io a luz
Cde primeira ordem> e o tempo de meia vida , obtidos a partir das

equagBes 1 e 2 do item 23.7.5, s3c fornecidos na Tabela 27.

Tabela 27- Constantes de velocidade de reagdo (KD e meia-vida

Ct1-2D> para degradag¢fo da bixina em relagdo a luz (900

1L uxd
Condig¢Bes experimentais K x 10 ? ta-2
Cdia '> Cdiasd
EH, escuro 1,00 603
EH, lu=z 45, 90 1.9
EP, escuro 1 .50 462
EP, luz 107,20 5
EH = extrato hidromiscivel de bixina
EP = extrato purificado de bixina
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Comparando-se os valores de meia-vida para o refresco
preparado com extrato hidromiscivel, observou-se uma sobrevida 46
vezes maior no escuro que em condi¢®es de luz. JA, para o refresco
preparado com extrato purificade, a sobrevida foi aproximadamente

77 vezes.

Considerando que, para as provas de estabilidade A luz,
trabalhou-se c¢om refrescos utilizando extrato hidromiscivel e
extrato purificado de bixina, a sobrevida foi 2,8 vezes maior para
© primeiro deles. JA4 no escuro, o refresco a partir de extrato
hidromiscivel teve uma sobrevida 1,5 vezes maior que o refresco a

partir de extrato purificado.

Em geral, a aniAlise dos dados apresentados mostrou que a

luz tem um considerivel efeito desestabilizador sobre a bixina.

4.7.2 — EFEITO DA TEMPERATURA.

Foram utilizados dois tipos de extrato, um obtido por
métode alcalino e o© outro por método Acido, submetidos A
temperatura de 105°C, onde se encontram a maioria das temperaturas

de processamento de alimentos.

4.7.2.1 - EXTRATOS OBTIDOS POR METODO ALCALINO

Os resultados obtidos por espectrofotometria (Figuras 18,
20, 22, 24 e 26) e cromatografia liquida de alta eficiéncia CFigu-
ras 19, 21, 23, 25 e 27) mostraram o comportamento dos extratos
purificados pelo método alcalino (do item 3.3.3.2.1) e aquecidos a
105°C por O, 2, 4, 8 e 12 horas. A quantificacZo feita para

comparar os rendimentos obtidos estid apresentada na Tabela 28.
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Tabela 28— Estabilidade A temperatura dos extratos obtidos pelo
método alcalino, aquecidos a 10%5°C por O, 2, 4, 8 e 12

horas.
*Extrato tempo cis—bixinadl2D trans-bixinal?%) bixina totalC%
A o) 59,8 10.0 69,8
2 39,5 8,6 48,1
4 40,7 8,0 48,7
8 38,5 6.1 44,6
i2 33,0 6,0 38,9
B 6] 62,0 11,3 73.4
e 40,0 6,9 46,9
4 34,0 12,2 46,2
8 36,0 13,1 49,1
12 28,7 9,3 38,0
c 6] 16,5 35,4 51,9
2 10,2 24,5 34,7
4 8,1 19,5 27,6
8 6,0 14,0 20,0
12 3,4 6,8 10,1
D 0] 5,9 44,9 50,8
2 4,3 39,8 43,8
4 2,8 33,7 36,5
8 3,3 31,9 35,2
12 0,8 18,9 19,8
E 0 —-———— 40,9 40,9
2 - 31,6 31,6
4 ———- 23,6 23,6
8 ———— 19,7 18,7
12 -———— 14,6 14,6
v -

% de NaOH na extrag3o = ACO,2d, BCO,3), C(0,4d, IXO0,5) e ECO,6D

Pode—-se observar que os extratos A e B mostraram um
comportamento diferente que os extrates C, D e E. O extrate A (pH
de purificagAo 9,89) no tempo zero apresentou 69,8% de bixina
remanescente, enquanto que com 12 horas a 108°(C, esta quantidade
reduziu a 38,9%. O mesmo foi observado para o extrato B (pH de
purificagio 10,74>, para os tempos zero e 12 horas, que teve o
teor de bixina remanescente reduzide de 73,4% para 38,01%. E
importante ressaltar que os teores de cis-bixina foram maiores que

para trans—bixina, para os extratos A e B.
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No extrato C, enquanto que para o tempo zero apresenta

51,9%, em 12 horas ¢ de 10,1%. A porcentagem de cis-bixina
mostrou-se menor que a de trans-bixina e a queda geral mostra
também maior degradag3o térmica. O comportamento do extrato D CpH
de purificagq¥o 12,850 foi similar. JA no extrato E CpH de
purificaco 13,480 fol cbservade que o isdmero cis nXo aparece
mais no cromatograma, com a presenga apenas do isémero trans,

reduzindo de 40,9% para o tempo zero, até 14,6% para 12 horas de

tratamento térmico.
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Comprimento de onda Cnmd

350 ) 450 ) 550
Figura 18- Espectros de absor¢3o do extrato obtide em pH 9,89 e
aquecide a 105<C, por 0,2,4,8 e 12 horas.
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Figura 19-

Absorbincia CU. A.D
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Cromatogramas CCLAED do extrato obtido em pH 9,89 e

aquecido a 105°C, por 0,2,4,8 e 12 horas.
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Figura 20~ Espectros de absor¢io do extrato obtido em pH 10,74 e

aquecido a 108+C, por 0,2,4,8 @ 12 horas.
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Figura 21- Cromatogramas C(CLAE) do extrato obtido em pH 10,74
aquecido a 105<C, por 0,2,4,8 e 12 horas.
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Figura 22- Espectros de absor¢fo do extrato obtido em pH 11,22 e

aquecido a 10%°C, por 0,2,4,8 e 12 horas.
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Figura 23- Cromatogramas (CLAED do extrate obtido em pH 11,22 e
aquecido a 105<C, por 0,2,4,8 2 12 horas.
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Figura 24— Espectros de absorgio do extrato obtido em pH 12,52 e
aquecido a 105, por 0,2,4,8 e 12 horas.
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Figura 25— Cromatogramas C(CLAE) do extrato obtido em pH 12,52 e

aquecido a 105°C, por 0,2,4,8 e 12 horas.
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Figura 26~ Espectros de absor¢3o do extrato obtido em pH 13,49 e
aquecido a 105°C, por 0,2,4,8 e 12 horas.
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Figura 27- Cromatogramas C(CLAE)Y do extrato obtide em pH 123,49 e
aquecido a 105°C, por 0,2,4,8 e 12 horas.

Ao analisar os cromatogramas obtidos por cromatografia
liquida de alta eficiéncia, para valcores de pH mais altos, pode—-se
verificar que o teor de cis-bixina com o tempo de retencio CTrd de
8,26 minutos foi diminuindo, enquanto que a trans—-bixina com o Tr
de 9,43 minutos aumentou. Para tempos de exposigXc maiores, quando
maiores quantidades de hidrédxido de s&dio feram utilizadas na
extra¢gao inicial, obteve-se uma quantidade inversamente
proporcional para os isdmeros de bixina. A cis-bixina diminuia a
medida que a trans-bixina aumentava, no extrato E Conde apresentou
somente trans-bixinad, a queda foi elevada , 40,9% no inicio e
14,6% depois de 12 horas de exposi¢io a temperatura de 105-C,
respectivamente. FRANCIS C1987) afirma que a bixina normalmente
aparece na forma cis e uma porcentagem dela ¢ modificada para

trans, mas isso ocorre em pH abaixo de 10.
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No presente estudo, todos os extratos utilizados foram
obtidos a temperatura ambiente para evitar a formag3o de produtos
de degradagic que diminuem o poder tinterial do corante. Deste
modo, observou-se que as extrag¢®es com pH inferior a 11 apresentam
como pigmento principal a cis—bixina que & parcial mente
isomerizada a trans-bixina pelo aquecimento do extrato CFiguras 19
e 21D,

Em pH 11 e em extrag®es mais alcalinas, observa-se um
aumento na concentra¢fo do isémero trans (Figuras 23, 25 e 27D,
que em pH 13 apresenta-se em concentragdes superiores As dos
outros pigmentos. Segundo WOOD et alii 19913, a trans-bixina
apresenta solubilidade em oéleo, superior ac isémero cis, o que
torna bastante interessante a extrag¢fo do pigmento em pH 13,49 no
presente trabalho, para obtengio do corante de urucum

lipossoluvel.

As equagBes de regressio linear que melhor descrevem o

tratamento térmico entre O e 12 horas sXo:

CpH 09,89 -1nC = 0,5124 + 0,0386t
r?= 0,7400

CpH 10,74> -1nC = 0,5016 + 00,0389t
r?= 0,6034

CpH 11,22 -1nC = 0,7228 + 0,1265t
r?= 0,784

CpH 12,52 -1nC = 0,6668 + 0,0708t
r?= 0,0027

CpH 13,49 -1nC = 0,9842 + 0,0815t

r = 0,9570

onde C = concentra¢fo de bixina (%) e t = tempo Choras)

As taxas de degrada¢io de bixina nos extratos A e B foram

de 0,03865 e 0,0389% de bixina por hora de tratamento térmico,

106



respectivamente. Essas taxas n3¥o diferiram significativamente
entre si, embora a perda imediata tenha sido maior para o extrato

B Cobtido a pH 10,74).

A partir do extrato C (pH de purificagio 11,22), pode-se
observar que o teor de bixina total come¢a a reduzir. As taxas de
degradagio de bixina para os extratos C, D e E mostradas pelas
equagfies de regressXo linear foram de 0,1265, 00,0708 e 0,0815% de
bixina por hora de tratamento térmico, respectivamente. As taxas

diferem significativamente entre si.

A Tabela 29 resume as constantes da velocidade de reagio
Caparentemente de primeira ordemd e o tempo de meia-vida para
degradag3o da bixina a 105°C, obtidos a partir das equac@es 1 e 2

do item 3.7.8.

Tabela 29- Constantes da velocidade de rea¢¥o (K) e meia-vida
Ct1,20> para degradagfo da bixina a 105¢C, no extrato

obtido por métode alcalino.

3

Condig¢®es experimentais (3 K x;iO tisz
Ch “ D Chd

A 38,6 17,96

B 38,9 17,82

c 126,85 5,48

D 70,8 9,79

E 81,58 8,50

* % de NaOH na extragio = A CO,2>, B CO,3>, ¢ C0O,4d, D CO,8 & F CO,6)

Ao analisar os resultados obtidos para estabilidade a
108°C a partir do extrato obtide por método alcalino, pode-se
observar que os extratos A e B apresentaram tempo de meia-vida
similar (17,96 vs. 17,82 horas, respectivamente). JA os outreos
extratos, apresentaram tempos menores de meia-vida, com 5,48, 9,70

e 8,50 horas para os extratos €, D e E, respectivamente.
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A estabilidade da bixina ao calor esti4 relacionada com o
teor de cis ou trans-bixina existente inicialmente; o teor desses
isémeros estid relacionado com o método empregado para obten¢¥o dos

extratos.

4.7.1.2. EXTRATOS OBTIDOS POR METODOLOGI A ACIDA.

Os resultados obtidos com os extratos purificados de
bixina obtidos com o método 4cido a partir do extrato-base de
urucum Citem 3.3.3.1), foram quantificados por espectrofotometria
CFiguras 28 e 300 e cromatografia liquida de alta eficiéncia
(Figuras 290 e 31). Eles mostram o comportamento de dois extratos,
purificados a 35 e 40°C respectivamente (E3% e E40) e aquecidos a
105°C, por O, 8, 16 e 24 horas.

A quantificag¢Zo feita para comparar os rendimentos

obtidos, estA apresentada na Tabela 30.

Tabela 30- Estabilidade a temperatura apresentada pelos extratos
obtidos por método Acido aquecidos a 105°C por 0, 8,
186 e 24 horas.

Extrato Tempo Quantidade de bixina
Choras) (@»)
E35 o] 4,7
E35 8 23,3
E35 18 5,1
E35 24 0,3
E40 o Q0,9
E40 8 56,3
E40 16 39,1
E40 24 29,1
E35 extrato obtido a 35.C

E40 extrato obtido a 40-C

Pode-se observar que os dois extratos tem um teor similar
de bixina no tempo zero €94,7 e 90,9% para os extratos E35 e E40,

respectivamente). A diferenca entre os dois extratos
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Absorbincia (U A.D

apareceuquando eles foram submetidos ao aquecimento por 8 horas:
inicialmente ambos apresentavam colora¢f%o vermelho escura. Depois
se modificaram, n¥o muito no extratoe E40 mas marcadamente no E35,
este Gltimo modificou o tom até laranja, enquanto o E400 ainda
conservava tom vermel ho distinto. Depois da determinagXo
espectrofotometrica, extrato E3% teve o teor de bixina reduzido
até 23,3%, enquanto que no extrato E40 ele reduziu para 956, 3%.

Outra diferenga foi a solubilidade em cloroférmio, seriamente

afetada no E35.

A degradagio continuou apdés 16 horas com 5,1 e 39,1 de
bixina C(em E35 e E40, respectivamente) e apéds 24 horas quase
desapareceu em E38, decrescende para 0,3% e em E40 o teor atigiu
29,1%. A coloragfo do E35 passou para um tom creme, quase branco,

mas no E40 manteve a colorag¢3io laranja.

I ——
0,881
0661
////hisi
// -

oy — \/

‘/// Comprimento de onda C(nmd \

430 ' 490 ' 550

Figura 28- Espectros de absorgic do extrate obtide a 3%C e

aquecido a 105°C, por 0,8,18 e 24 horas.
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Figura 29- C(romatogramas C(CLAED do extrate obtido a 38C e

aquecido a 105°C, peor 0,8,16 e 24 horas.
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Figura 30— Espectros de absor¢fe do
aquecido a 105°C, por 0,8,16 e 24 horas.
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Figura 31— Cromatogramas C(CLAE) do extrato obtide a 40°C e
aquecido a 108<C, por 0,8,16 e 24 horas.

Segundo McKEOWN & MARK (1962, a bixina encontra-se na
natureza na forma cits, que ¢ muito instavel mas quando as
condi¢fes inicialis s3o alteradas, muda para a forma trans. ISLER
C1971) complementa afirmando que a bixina & o éster monometilico
de um Acido dicarboxilico (24, e pesquisas estereoquimicas tem
demonstrade que ele contém uma ligagio dupla cis e a isomerizagio

deste produto natural dara o isédmero trans.

Os extratos E35 e E40 apds 24 horas de tratamento térmico
possuem uma colorag¢gfio diferente (creme e laranja, respectivamen-
ted, concordande com McKEOWN (1965) segundo © qual a degradag3o
térmica da bixina forma um pigmentce amareloa, identificado come

13-carbometoxi—-4,8-dimetil tridecahexaenoico. A anilise dos
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espectros de absorgdo (Figuras 28 e 302 e os cromatogramas obtidos
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (Figuras 29 e 31D,
verificou que o extrato E35 degradou mais que o E40, apds 24 horas

a 105-°C.

Depois de analisar os dadeos, as equa¢gdes de regressio
linear que melhor descrevem o tratamento térmico entre zero e 24

horas foram:

Extrato obtido a 35-°C: -1lnC = -0,2180 + 00,2301t
r?= 0,9725

Extrato obtido a 40-°C: -1nC = 00,1439 + 00,0472t
r?= 0,9880

onde: C = concentragdo de bixina (2 e t = tempo Choras)

No extrato E35, aquecido a 105°C, houve degradag¢io de
0,2301% de bixinarhora de tratamento. No extrato E40, a degradag¢3o
foi de 0,0472% de bixinashora de tratamento. Sendo a diferenga
minima significativa (d.m.s.)> do teste de Tukey igual a 0,0347,
tem-se que no extrato E35 a degradag3ioc de bixina a 105eC foi

significativamente superior a ocorrida no extrato E40.

De acordo com GOODWIN C1976>, quando pouco ou hnenhum
calor for aplicado para a purifica¢io C(normalmente temperaturas
abaixo de 40°C), n3o devem acontecer mudangas na l1someria deste
carotendide. Devido & termolabilidade de multos carotendides,
especialmente as xantofilas (por exemplo, bixinal o agquecimento
deve ser feito apenas quando absolutamente necessArio na
manipul ag¥o desses pigmentos (DAVIES, 1976>. Pela instabilidade de
muitos carotendides, as solug@es de extragio nao devem ser

aquecidas mais que o necessario C(MOSS & WEEDON, 1976D.
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Isso poderia ajudar a compreender a diferenga entre os
extratos purificados E35 e E40, porque o primeiro foi aquecido a
uma temperatura inferior & mencionada na literatura $35-C),
enquanto que no outro a temperatura atingiu 40°C. Por isso no
extrato E3% prevaleceu a cis-bixina labil, enquanto que no E40 a

quantidade de trans-bixina estavel foi maior.

A Figura 32 mostra a perda de cor apresentada pelos ex-
tratos purificados obtidos a 35C e aquecidos a 105<C,por O, 8, 16

e 24 horas, em comparagf@o com os extratos a 40°<C.

De acordo com MAYER (1943), os carotendides podem sofrer
mudangis com a temperatura, possivelmente relacionadas, no caso da
bi xina, com a formag3o de Acidos carboxilicos aromiaticos
monociclicos (por exemplo, &cido m—toluico dos finais das cadeias
dos dcidos carboxilicos dos carotendides)d. Por isto, as
quantidades relativas de bixina e seus produtos de isomerizagio e
degrada¢io em preparag@es comerclais de urucum variam dentro de
amplos limites, dependendoe das condig@es do processamento, com
marcadas diferengas em suas propriedades corantes, na faixa que
vai do amareloe ao laranja avermelhado C(McKEOWN & MARK, 19623.
Estes afirmam que consideriveis quantidades de plgmentos,
diferentes da bixina, podem estar presentes nas preparag¢gdes de
urucum e nXo ser derivados das sementes de urucum, mas formados
durante o© processo da extrag3io, pois a bixina dissolvida em
solventes sofre uma série complexa de rea¢g®es de isomerizag¢dio e
degradagio, quando esquentada a elevadas temperaturas de extrag3o,

dando formagio a um pigmento amarelo.
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Figura 32- Perda de bixina apresentada pelos extratos purificados

de bixina obtidos a 35C (39A) e 40°C (22J) e aquecidos

a 105°C por 8,16 e 24 horas.
Extrato 39A1 = 8 horas, 30A2
Extrato 22J1 8 horas, 2212

16 horas,

16 Horas,

39A3 = 24 horas.
2=2J3 24 horas.

A Tabela 31 resume as velocidades das rea¢®es Caparente-—

mente de primeira ordem) e o tempo de meia-vida para os diversos

tratamentos, obtidos a partir das equacB®es 1 e 2 do item 3.7.5.

Tabela 31— Constantes da velocidade de reagio (
Ct1,2> para degradag3o da bixina no extrato obtide

a 108-C.

K> e meia-vida

por meio acido,

Condi¢Bes experimentais K %102 L1
ch™ Chd

E35 =230, 1 3,01

E40 47, 14,69

E35 = extrato obtido a 35<C
E40 = extrato obtido a 40-°(

Analisando os resultados obtidos para

105°C a partir do extrato obtido por método &cido,
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a degradagic da bixina no extrato E35 foi aproximadamente 4,9
vezes mais rapida que no extrate E40. Finalmente ROCKLAND & NISHI
€1980> afirmam que mudangas na temperatura, ou outros fatores que
influenciem a atividade de 4Agua, podem induzir mudangas na
qualidade e estabilidade de um produto alimenticio, no qual o
calculo da atividade de agua ¢ um meio simples para avaliar a

capacidade ligante da Agua.

4.7.3. DETERMINAGXO DAS ISOTERMAS DE ADSORGXO DE UMIDADE.

A Figura 33 mostra as isotermas de adsor¢3io de umidade
utilizando duas amostras: extrate purificado de bixina obtido por
precipita¢Zfo Citem 3.3.3.1D, denomi nado L, e extrato
hidromiscivel de bixina obtide por atomizag¢do C(item 3.5, denomi-

nado "H'.

Utilizando diferentes solug®es de Acido sulfurico em VArias
concentragd@ies, estabelecidas previamente segunde a Tabela 15,
foram obtidas as curvas de isotermas de adsorg¢iZo de umidade para
os dois extratos. As curvas foram construidas a partir da Tabela
32.

A umidade critica das amostras, indicandoe © infcieo do
“caking" ou aglomera¢Xo, para extrato purificado de bixina e
extrato hidromiscivel de urucum, foi de 5,50 e 3,25 g Agua100g de
amostra seca, respectivamente. Estes dados, posteriormente, podem
ser utilizados no planejamento de embalagens especificas para
determinados alimentos, considerando que sXo amostras com bai xo

teor de umidade.

Segundo ROCKLAND & NISHI (1980), a atividade de Agua esta
mais relacionada com as propriedades fisicas, quimicas e bioldgi-
cas dos alimentos e outros produtos naturais, que o teor de
umidade total, e mudangas especificas na estabilidade da cor
destes tém sido associadas com mudancas de atividade de agua

relativamente pequenas.
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TABELA 32- Determina¢i3o das isotermas de adsorg¢gioe para extratos
purificade (LD e hidromiscivel (H) de bixina.
3 €3¢ 2€63€3¢

Placa Peso pl. Peso pl.+ Peso pl.+ Peso pl.+ Peso am. Aumento gHz20.
Ne vazia am. imida am. seca am. equil. seca peso  100ga. S
1L 16, 8285 17,8653 17,8392 17,8501 1,0137 0,0261 2,57
1H 15,0350 19, 0853 19,0149 18,0218 00,9799 00,0051 0,67
2L 18,2488 19,351 19,3243 19,3636 1,075 00,0393 3,65
2H 17,5639 18,5841 18,5244 18,5495 0,8655 00,0200 2,07
3L 17,8548 18,8914 18,8753 18,9284 1,0205 0,0521 5,20
3H 14,3072 15,3243 15,2728 15,3074 00,8856 00,0345 3,58
41, 17,1179 18,1387 18,1210 18,2607 1,003t 0,1387 13,93
4H 14,8332 15,5761 15,5261 15,5906 0,9929 00,0645 &, 50
SL 17,3001 18,3235 18, 3088 18,4923 00,9997 0,1835 18,35
SH 22, 3444 =3, 3808 23,3198 23,4171 00,9754 0O,0973 9,497
BL 18,0661 19, 0806 19, 085a5 19,2899 00,9934 0,2304 23,19
6H 17,0392 18,0725 18,0217 18,1371 0,9825 0,1154 11,79
7L 18,3272 16, 32908 16,3100 16,6085 00,9828 0,2985 230,37
7H 17,3182 18,3562 18,3019 18,4872 00,9833 0,1857 15,83
8L 19,3811 20,4177 20, 3997 20, 8065 1,0186 0,4068 39,94
8H 17,6158 18,6393 18,8801 18,7926 00,9643 0,212 22,04

onde:
* peso amostra seca= (peso placatamostra secad-peso placa vazia
2€3¢
aumento pesco=[Cpeso pl. +am. equil.)—-peso placa vazial- peso am. seca
26363¢

g H20100 g de amostra secazaumento pesospeso amostra seca



O conhecimento dos teores de umidade inicial e da umidade
critica, bem como a correta determinagcfioc de uma isoterma de
adsor¢io de umidade, s3o informagdes essenciais na escolha de uma
embal agem que ofere¢a ao produto o periodo maximo de vida util, em
fungdo da permeabilidade ao vapor de Agua da embalagem que o

acondicionara CCARVALHO et alii, 1993D.
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5. CONCLUSZES

1- Foli obtido um extrato purificado de bixina com elevado

grau de pureza e de concentragio conhecida (94,7% de bixina)d,

viavel tecnicamente para uso na industria de alimentos.

2- Nas condig¢g@es do trabalho, a mistura acetona-isopro-
panol <{1:1) foi a mais apropriada para purificar os diferentes
extratos de wurucum, pois foi o© solvente que extraiu a maior

quantidade de bixina (94,7%).

3- Na purificag¢3io dos extratos de urucum por
precipitagio, a maior quantidade de bixina e © maior rendimento de

obteng3o foram obtidos a 35-C.

4— E possivel obter um extrato de urucum de alto teor de
bixina (73,4%), pelo método alcalino de extragZio em temperatura

ambiente (285 * 2°CD.

5- A purificagio dos extratos em meio Acido produziu
extratos finais com maior quantidade de bixina do que a

purificagio em meio alcalino (84,7 vs. 73,4%, respectivamente)d.

B- Foli desenvolvido um método integrado de extragio e
purificagdo a partir de sementes de urucum que proporcionou bons
rendimentos e maior facilidade operacional na obteng3io de um

extrato purificado de urucum.
7—- O emprego de emulsificantes permitiu obter emulsles

estiveis e soluveis em Agua, utilizando extratos purificados de

bixina. A estabilidade da emulsio depende do emulsificante usado.

11



8- A bixina presente no extrato hidromiscivel de urucum
se mostrou mails estavel a luz que a bixina purificada a partir do

extrato-base de urucum.

9- A taxa de degradagio a 105°C apresentada pelos
extratos de bixina obtidos por metodologia Acida, foi maior gquanto

mals elevado o seu teor inicial de bixina.

10~ Com base na umidade critica encontrada na determinac¢io
das isotermas de adsorgdo, a capacidade de absorg3io de Agua do
extrato hidromiscivel de wurucum ¢ maior que a do extrato

purificado de bixina.
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